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A Amperios. 
aa Aminoácido/s. 
ADN Ácido desoxirribonucleico. 
ADP  Adenina difosfato. 
ARN  Ácido ribonucleico. 
ARNm ARN mensajero 
ATP  Adenina trifosfato. 
BLAST Basic Local Alignment Search Tool 
BSA Albúmina de suero bovino. 
ºC Grados centígrados. 
col.  Colaboradores. 
DNS Ácido dinitrosalicílico. 
DOC Ácido deoxicólico. 
dNTP Didexoinucleótidos. 
DMSO Dimetil sulfóxido. 
DTT 1,4- Ditiotreitol 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético. 
FC Fold Change. 
Fig Figura. 
G+C  Guaninas y citosinas. 
GTP  Guanosina trifosfato. 
HRP  Enzima peroxidasa de rábano. 
kb Kilobases. 
kDa Kilodalton. 
LB Luria Bertani 
M Molar. 
Mb Megabases. 
mg Miligramos. 
mM Milimolar. 
min  Minutos. 
mm Milímetro. 
nm Nanómetro. 
nt Nucleótidos. 
oligo Oligonucleótido. 
P Promotor. 
PBS  Tampón fosfato salino. 
pi Fósforo inorgánico. 
pb  Pares de bases. 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa. 
PS Péptido señal. 
ppGpp Guanidina polifosfato. 
p/v Peso/volumen. 
qRT-PCR Retrotranscripción+PCR cuantitativa. 
rpm Revoluciones por minuto. 
Sec Ruta mayoritaria de Secreción 
SDS  Dodecilsulfato sódico. 
SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis) 
SRP  Partícula reconocedora de señal, de sus siglas en inglés “signal recognition 
particle”. 
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Tat  Transporte de proteínas con dos argininas, de sus siglas en inglés “twin 
arginine transport”. 
TCA Ácido Tricloroacético 
Tris Tris-2-amino-2(hidroximetil)1,3 propanodiol. 
U Unidades enzimáticas. 
g Microgramos. 
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SUMMARY 
 
Streptomyces lividans is a soil-dwelling Gram positive bacterium that secretes 
and produces many extracellular proteins (Gilbert et al., 1995), and has been used as a 
host for the secretory production of heterologous proteins (Gilbert et al., 1995; Van 
Mallaert and Anné, 1994). The study of its secretion mechanisms arouses great interest 
with a view to a potential improvement in industrial protein production. 
Two main secretory pathways have been described in Streptomyces, Sec and Tat 
route where the secretion of proteins occurs in an unfolded and folded state, 
respectively. Once the proteins have been translocated, their signal peptides are cleaved 
by means of the appropriate signal peptidase. Proteins that are not secreted in a properly 
folded manner use the major route of protein secretion (Sec) and require foldases to 
obtain their final active conformation. The gene fkpA (SLI1639), encodes FkpA, a 
FKBP-type foldase, which is processed by Lsp, a signal peptidase II. Depletion of the 
lsp gene in S.lividans causes a transient activation of the stringent response as well as a 
reduction of the transcriptional level of genes encoding extracellular proteins. This 
temporary malfunction is corrected at the late stages of bacterial growth.  
Proteins using the Tat alternative route are secreted fully folded and functionally 
active. A mutant in one of the Tat components, TatC, was constructed and the model 
proteins, amilase, agarase and xylanase C were used to evaluate the consequences of 
tatC depletion. Tat and Sec mature proteins were fused to Sec or Tat signal peptides 
respectively. Hence, the secretion of agarase by both routes was confirmed albeit at a 
different level, FkpA being required for the correct extracellular folding of the agarase 
secreted via Sec.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
  Introducción 
 
 
2 
 
INTRODUCCIÓN 
 
1.- VISIÓN GENERAL DEL GÉNERO Streptomyces 
 Dentro de los actinomicetos, se encuentra el género de bacterias Gram positivas 
Streptomyces, bacterias aerobias con un micelio filamentoso muy parecido al de los 
hongos. Aunque son bacterias ubicuas en la naturaleza (Keiser y col., 2000), habiéndose 
detectado incluso en lechos marinos (Zhong y col., 2002), su hábitat natural es el suelo, 
donde liberan gran cantidad de enzimas hidrolíticas desempeñando así un importante 
papel en la degradación de diverso material orgánico (Gilbert y col., 1995), siendo 
fácilmente identificables por el característico olor a tierra húmeda que le confiere la 
producción de geosmina (Gust y col., 2003). 
 El genoma de Streptomyces coelicolor, el primer estreptomiceto cuyo genoma 
fue secuenciado, es lineal, con un tamaño de 8Mb (Bentley y col., 2002), el doble que el 
de otras bacterias como Escherichia coli o Bacillus subtilis (Blattner y col., 1997), y 
posee un elevado contenido en G+C de aproximadamente 73% (Madigan y col., 1999; 
Williams y col., 1989; Bentley y col., 2002). S. coelicolor contiene en su genoma varias 
agrupaciones génicas para la síntesis de antibióticos y sus respectivos genes 
reguladores. Dentro del género Streptomyces, S. coelicolor es la especie más estudiada, 
y está considerada como el paradigma de los estreptomicetos.  
 Los estreptomicetos poseen también sensores por los cuales perciben cambios en 
su ambiente (nutrientes, temperatura, presión osmótica, etc.) que activan la entrada en 
funcionamiento de mecanismos que les permiten adaptarse de una forma rápida y 
efectiva a dichos cambios. Como parte de esa adaptación se encuentra la capacidad de 
sintetizar un gran número de enzimas degradativas (xilanasas, quitinasas, proteasas, 
hemicelulasas, etc.; Gilbert y col., 1995), considerada como una ventaja adaptativa que 
les permite competir con otros organismos del mismo hábitat, facilitándoles la 
colonización y diseminación en el mismo (Gauthier y col., 2005). 
 Los estreptomicetos poseen un complejo ciclo de vida que implica profundos 
cambios morfo-fisiológicos coordinados. Se inicia con la germinación de una espora 
mononucleada cuando las condiciones ambientales son adecuadas, activándose el 
metabolismo celular (síntesis de ARN, síntesis de proteínas). A la par que se sintetiza el 
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ADN genómico, surge el tubo germinativo a partir de la espora, desarrollándose al final 
de éste una pared celular. La etapa continúa con rápidas replicaciones cromosómicas en 
el tubo germinativo y su crecimiento y ramificación. Estas ramificaciones comienzan a 
septarse en la parte más alejada de la zona de crecimiento dando lugar a una compleja 
red de hifas que forman el denominado micelio sustrato y que es capaz de penetrar en el 
medio al que está anclado gracias a las enzimas hidrolíticas secretadas. Conforme 
avanza la maduración de la colonia, se dispara un estrés fisiológico por la insuficiencia 
de nutrientes (Takano y Bibb, 1994; Chakraburtty y col., 1997) provocando una cascada 
de señales de activación de genes implicados en la formación del micelio aéreo como 
son los genes bld (Willey y col., 1993). Este micelio de nueva formación, está 
constituído por hifas de superficie hidrofóbica y se nutre a partir de los productos 
derivados de la degradación del micelio sustrato por enzimas hidrolíticas (Chater 1984), 
estableciéndose un gradiente de nutrientes que difunden desde la base. En las siguientes 
fases del ciclo, las hifas aéreas sufren múltiples divisiones celulares altamente 
organizadas para generar largas cadenas de esporas que serán liberadas al medio, 
cerrando así el ciclo biológico (Fig. 1, tomada de Keiser y col., 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Por lo general, la diferenciación morfológica iniciada tras el desarrollo 
vegetativo determina la activación de los genes responsables de la producción de lo que 
se ha dado en llamar metabolitos secundarios (Champness y Chater,1994), que han 
mostrado ser de utilidad a nivel industrial, agrícola o en salud humana y animal, como 
 
Figura 1. Ciclo de vida de Streptomyces.  Se señalan los genes que intervienen en el proceso de diferenciación. En 
amarillo está representado el micelio sustrato y en morado el micelio aéreo desarrollado por encima del micelio 
sustrato. Las imágenes muestran el detalle microscópico, óptico o electrónico dependiendo del caso, de las hifas a 
lo largo del ciclo.  
 
whiG 
whiJ 
whiA 
whiB 
whiI 
whiH 
whiE 
sigF 
whiD 
bldA, B, C, D, G, H, I, K, etc. 
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los antibióticos, representando dos tercios de los antibióticos de origen microbiano 
existentes (Miyadoh, 1993), y una amplia gama de compuestos con  actividad 
antitumoral o  antiviral, herbicidas (Seto y col., 1983), antiparasitarios (Ikeda y 
col.,1987) y enzimas degradativas (Gilbert y col., 1995). 
2.- Streptomyces lividans COMO BACTERIA SECRETORA DE 
PROTEÍNAS EXTRACELULARES 
 Tradicionalmente Escherichia coli ha sido la bacteria más ampliamente utilizada 
para la producción de proteínas heterólogas a gran escala debido al vasto conocimiento 
de su genética y fisiología, facilidad en su manejo, así como la gran disponibilidad de 
herramientas de ingeniería genética que permiten obtener una elevada expresión de los 
genes clonados en esta bacteria.  No obstante, presenta ciertas desventajas de las cuales, 
la más destacada es el hecho de que, con frecuencia, las proteínas expresadas se 
acumulan en el citoplasma formando cuerpos de inclusión, y la existencia de un espacio 
periplásmico también dificulta la recuperación de proteínas extracelulares en el medio 
de crecimiento (Pimienta y col., 2005, Pimienta y col., 2007). Las bacterias Gram 
positivas, carentes de espacio periplásmico, secretan las proteínas directamente al medio 
extracelular, lo que finalmente permitiría una purificación más efectiva de las proteínas 
secretadas. Especies de los géneros Bacillus (B. brevis, B. subtilis) y Lactococcus (L. 
lactis) han sido empleadas para este fin (Nakashima y col., 2005).  
Los géneros de actinomicetos, Streptomyces, Rhodococcus, y Corynebacterium 
también han recibido atención como potenciales sistemas anfitriones para la producción 
de proteínas recombinantes, debido a su diversidad metabólica única y su maquinaria 
enzimática, que permite la obtención de metabolitos secundarios de valor industrial y 
médico, procesos de bioconversión y aminoácidos por procesos de fermentación, así 
como enzimas de interés (Nakashima y col., 2005). En el género Streptomyces, se 
encuentran muchas especies que se caracterizan por ser grandes secretoras naturales de 
proteínas. Dentro de las especies de Streptomyces, S. lividans, cuyo genoma es 
prácticamente idéntico al de S. coelicolor (www.broadinstitute.org), no está considerada 
como especie patógena para los humanos (Kieser y col., 2000) y no se ha descrito la 
formación de cuerpos de inclusión en su citoplasma. Al mismo tiempo, cuenta con la 
ventaja de presentar una baja actividad de endonucleasas de restricción de ADN, lo que 
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permite una más fácil manipulación genética a la hora de emplearla como bacteria 
anfitriona en la producción de proteínas citoplasmáticas y de secreción tanto homólogas 
como heterólogas (Binnie y col., 1997). Todas estas cualidades la  convierten en una 
muy útil estirpe a nivel industrial. De ahí que sea interesante profundizar en el estudio 
de su maquinaria de secreción, indagando en los pasos limitantes de los mecanismos de 
transporte, translocación y secreción de proteínas al exterior celular. 
3.- LA MAQUINARIA DE SECRECIÓN EN Streptomyces: LA RUTA 
SEC 
 Las proteínas que van a ser secretadas, se sintetizan con una extensión de la 
cadena polipeptídica en el extremo amino terminal denominada péptido líder o péptido 
señal, que ayuda a diferenciarlas de otras proteínas y que va a ser la señal específica que 
las dirigirá en su entrada en la ruta de secreción. La proteína extracelular de nueva 
síntesis es transportada a la membrana celular donde es presentada al conjunto de 
proteínas que componen el translocón (o complejo translocasa) para iniciar su 
translocación al exterior celular. Durante el proceso de translocación, o inmediatamente 
después, el péptido señal es eliminado por la peptidasa señal. Esta vía de secreción 
implica que las proteínas precursoras van a translocarse en su forma desplegada 
(Danese y col., 1998) siendo, una vez en el exterior, ayudadas por proteínas con función 
plegadora (foldasas) para adquirir su configuración activa.  
 
3.1.- Mecanismo general de secreción Sec 
 
La ruta Sec es la más comúnmente empleada por la gran mayoría de las 
proteínas que van a ser translocadas. El proceso de secreción está constituido por una 
maquinaria producto de los genes sec (Pugsley, 1993), y de forma general, se puede 
dividir en tres pasos (Fig.2). 
Varios componentes intracelulares reconocen e interaccionan con las secuencias 
amino terminales, como es la chaperona SecB en el caso de E. coli (Fekkes y col., 
1998), o la partícula reconocedora de señal, SRP (de Gier y col., 1996; Koch y col., 
1999), u otras chaperonas (van Wely y col., 2001), que reconocen a la proteína 
precursora, que está en una conformación desplegada, manteniéndola en esa 
conformación evitando su agregación intracelular. 
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En un segundo paso, se produce la transferencia de la cadena polipeptídica, 
mediada por la acción de SecA a la maquinaria de membrana, esto es, a las proteínas 
asociadas que forman el translocón o translocasa, y su transporte al exterior celular 
(Economou y Wickner, 1994). Este proceso se ha denominado translocación. La energía 
necesaria para el proceso de translocación viene aportada por la energía liberada en la 
hidrólisis de trinucleótidos, y por la fuerza protón-motriz de membrana (de Keyzer y 
col., 2003).  El canal de membrana por el que van a ser transportadas las proteínas al 
exterior celular posee una arquitectura conservada en bacterias, archaea y eucariotas 
(Pohlschröder y col., 1997). Es un poro con actividad pasiva en la translocación, que 
permite el paso de la cadena polipeptídica de forma desplegada a través de la membrana 
gracias a la energía que aportan las proteínas asociadas y la fuerza derivada del 
potencial de membrana (Osborne y col., 2005). En E. coli, los componentes principales 
L23 
ATP 
S
ec
A
 
Figura 2. Modelo de secreción para S. lividans. En ausencia de SecB, SRP dirige proteínas de secreción a 
la membrana, interaccionando con su receptor, FtsY para asociar el complejo a la membrana. 
Posteriormente, se produciría la transferencia de la cadena polipeptídica al translocón mediada por SecA, 
SRP y FtsY, se disociarían y la proteína se translocaría a través del canal de membrana. Finalmente se 
escindiría el peptido líder por acción de la peptidasa señal Sip correspondiente y la proteína en su forma 
madura pasaría al espacio extracelular, donde la foldasa se encargaría de plegarla correctamente.   
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del complejo de translocación se localizan en la membrana. Se trata de tres proteínas 
principales, SecY, SecE, y SeG, (exclusiva de bacterias; Pohlschröder y col., 2005), a 
las que acompañan otras proteínas asociadas, SecD, SecF, YldC, que forman un trímero, 
e YajC. En la maquinaria del translocón también puede incluirse SecA, proteína que 
desempeña un papel primordial en la secreción proteica bacteriana por su capacidad 
para hidrolizar ATP aportando la energía necesaria para el proceso de translocación y 
transfiriendo la proteína extracelular desde SecB al translocón. En Streptomyces 
lividans se han localizado homólogos para los genes SecY (Ostiguy y col., 1996), SecE 
(Kim y col., 1997), SecG (Palomino y Mellado., 2008), SecA (Gilbert y col., 1996; 
Blanco y col., 1996), SecD y SecF (Martínez-Costa y col., 1996). Sin embargo, hay que 
destacar la ausencia de homólogo del gen secB (Bentley y col., 2002), habiéndose 
descrito que SRP reemplaza su función (Palomino y Mellado, 2005). 
  Como paso final, se produce la escisión del péptido líder por parte de una 
peptidasa señal una vez translocada la proteína. Mientras que E. coli únicamente posee 
una peptidasa señal tipo I, en Streptomyces existen cuatro, SipW, SipX, SipY, cuyos 
genes se sitúan en el mismo operón, y SipZ, cuyo gen es el primero de un operón 
diferente (Palacín y col., 2002). En Bacillus subtilis se han descrito hasta 5 genes sip en 
su genoma y dos en su plásmido (Tjalsma y col., 1999). Una de las características de 
Streptomyces es que cuenta con unos péptido líderes con un tamaño que oscila alrededor 
de 35 aminoácidos (Gilbert y col., 1995), mientras que en otras bacterias Gram positivas 
la media está en 32 aminoácidos de longitud frente a los 24 de las Gram negativas 
(Bendtsen y col., 2004). Los péptidos líderes de las bacterias Gram positivas presentan 
un mayor número de aminoácidos básicos (K/R) en la región amino terminal  del 
péptido líder (Nielsen y Krogh, 1998). 
 
3.2.- Foldasas 
 
 El correcto plegamiento extracelular de muchas proteínas secretadas no es 
espontáneo y va a depender de la presencia y acción de ciertas proteínas que les 
permiten adquirir la conformación correcta y que se conocen con el nombre genérico de 
foldasas. En E. coli se han descrito peptidil prolil cis/trans isomerasas (PPIasas, Rahfeld 
y col., 1994). La proteína PrsA de B. subtilis es una lipoproteína unida a la cara 
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extracelular de la membrana que participa en el plegamiento post-traduccional de las 
proteínas exportadas y que las estabiliza en el compartimento existente entre la 
membrana plasmática y la pared celular (van Wely 2000). PrsA, con un péptido líder 
tipo II, tiene cierta similitud en la secuencia con una peptidil prolil cis/trans isomerasa 
de E. coli, indicando que puede pertenecer a esta familia de chaperonas y muestra 
actividad PPIasa dependiente de su dominio parvulina. Se ha demostrado que este 
dominio, así como los dominios amino y carboxilo terminales son esenciales para la 
función in vivo de PrsA en la secreción de proteínas (Vitikainen y col., 2004).  
 Las PPIasas son un grupo de proteínas ubicuas caracterizadas por su actividad 
peptidil-prolil cis/trans isomerasa que cataliza la reacción de interconversión de los 
isómeros cis/trans en el residuo prolina de los enlaces peptídicos. La importancia de esta 
reacción radica en que puede ser un factor limitante en cuanto a velocidad de 
plegamiento se refiere ya que esta isomerización no suele ser espontánea (Fischer y col., 
1984; Lang y col., 1987; Lin y col., 1988; Davis y col., 1989; Kiefhaber y col., 1990; 
Freskgard y col., 1992; Tan y col., 1997; Yang y col., 1997). Entre las proteínas con 
esta actividad encontramos tres subfamilias, ciclofilinas (Rahfeld y col., 1996), 
parvulinas (Harding y col., 1989) y FKBPs, acrónimo del inglés FK506-Binding 
Proteins (Rahfeld y col., 1994), una familia de proteínas con actividad peptidil-prolil 
isomerasa relacionadas con las ciclofilinas en su función aunque no en secuencia 
(Siekierka y col., 1989).  
En el genoma de S. lividans  se ha identificado un gen análogo al gen SCO1639 
(fkpA) de S. coelicolor que codifica una lipoproteína tipo FKBP, ortóloga a FKBP33 de 
S. chrysomallus (Pahl y Keller., 1994), incluida en la familia de las PPIasas. En base a 
su estructura y función, las FKBPs de Streptomyces se sitúan evolutivamente cerca de 
las  equivalentes enzimas eucarióticas (Pahl y col., 1992).  
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3.3.- Peptidasas señal tipo II 
 
La peptidasa señal tipo II es específicamente requerida para el procesamiento de 
las pre-lipoproteínas. Las lipoproteínas son una clase de proteínas translocadas a través 
de la membrana citoplásmica, cuyo péptido señal es de tipo II. La  principal diferencia 
respecto a otros reside en la secuencia que los péptidos señal tipo II presentan, esencial 
para el correcto procesamiento de la lipoproteína, llamada “lipobox”, y en la que está 
presente un residuo de cisteína invariable en el sitio de corte para la escisión del péptido 
señal (Hayashi y col., 1990; Rahman y col., 2008). Este residuo de cisteína es 
concretamente reconocido por la peptidasa señal II y es el sitio de acción de la enzima  
Lgt (del inglés Lipoprotein diacylclycerol transferase), quien le adiciona residuos de 
diacilglicerol para el anclaje de la proteína madura en la membrana (Sankaran y col., 
1995).  
En contraste con las peptidasas señal tipo I, B. subtilis, así como la mayoría de 
los organismos entre los que se incluye Streptomyces, contiene un único gen para una 
peptidasa señal tipo II, denominado lsp (Prágai y col., 1997).  El producto de este gen, 
la proteína Lsp, es esencial en bacterias Gram negativas aunque en todas las bacterias 
Gram positivas analizadas hasta la fecha, la ausencia de Lsp ha resultado no ser esencial 
a pesar de la existencia de lipoproteínas que no son dispensables (Leskelä y col., 1999; 
Figura 3. A) Representación tridimensional de la proteína FKBP12 humana unida al 
inmunosupresor FK506, al que deben su nombre las FKBPs. B) Representación tridimensional 
de la proteína PrsA de B. subtilis. 
A) B) 
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Thompson y col., 2010). En S. coelicolor se ha identificado el gen SCO2074 como 
secuencia  codificante para una peptidasa señal tipo II, designada Lsp. 
Todas las Lsp son proteínas integrales de membrana con cuatro segmentos 
transmembranales cuyos extremos amino y carboxilo terminales se encontrarían hacia el 
citosol (Muñoa y col., 1991; Prágai 1997; Tjalsma y col., 1999). El sitio activo de estas 
enzimas está formado por dos residuos de ácido aspártico localizados en la proximidad 
de la cara citoplasmática de la membrana de manera similar al sitio activo con un 
residuo de serina en las SPasas tipo I (Tjalsma y col., 1999). 
 
 
 
Las Lsp estudiadas de algunos actinomicetos contienen una región N-terminal 
ausente en otras bacterias (Thompson y col., 2010). Esta región, supuestamente 
citoplasmática, precede a la primera hélice transmembrana, sugiriendo que podría 
interaccionar con otra región C-terminal que se ha encontrado en las enzimas Lgt de los 
actinomicetos cuya acción sobre la lipoproteína que se va a translocar ha tenido lugar en 
un paso previo a la escisión del péptido líder por Lsp (Rezwan y col., 2007; Sutcliffe y 
Hutchings., 2007). 
En estudios recientes se ha llegado a la conclusión de que esta región amino 
terminal común de las Lsp es requerida para su actividad, al menos en la enzima Lsp de 
S. coelicolor (Thompson y col., 2010), lo que hace suponer que en S. lividans, dada su 
cercanía filogenética, ocurriría lo mismo.  
4.- LA MAQUINARIA DE SECRECIÓN EN Streptomyces: LA RUTA 
TAT 
 Aparte de la ruta Sec, se ha descrito la existencia de un proceso alternativo de 
secreción de proteínas a través de la membrana plasmática de procariotas, dependiente 
de péptido señal y que tiene como característica más relevante y diferencia principal 
Citoplasma 
Periplasma/ 
región pared 
celular 
Figura 4. Modelo general de la estructura y topología de membrana de la peptidasa señal tipo II de 
bacterias tomado de Paetzel y col; 2002. Se señalan los dominios conservados con A, B, C y D. 
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respecto a la ruta Sec su capacidad de translocar proteínas oligomerizadas (en algunos 
casos unidas a un cofactor) que han adquirido cierto grado de plegamiento. Esta vía 
utiliza únicamente la fuerza protón-motriz generada por el gradiente de pH 
transmembranal. Es la denominada ruta Tat (del inglés, Twin arginine translocation). 
Las proteínas conocidas translocadas por medio de este sistema son proteínas 
extracelulares y ciertas proteínas de membrana (Schaerlaekens y col., 2001). Las 
proteínas que van a ser secretadas adquieren sus cofactores en el citoplasma cuando han 
alcanzado una conformación plegada (Berks y col.,  2000). En mutantes de E. coli 
deficientes en la ruta Tat se ha comprobado que proteínas precursoras que se acumulan 
en el citoplasma contienen cofactores (Sargent y col., 2001). 
 La vía Tat se encuentra ampliamente extendida en el mundo microbiano y en 
plantas, habiéndose encontrado homólogos de los genes que codifican el aparato de 
transporte en archaea, bacterias y cloroplastos y mitocondrias de las plantas (Santini y 
col., 1998). 
 
4.1.- Péptido señal Tat 
 
Las proteínas que van a ser transportadas vía Tat contienen un péptido señal 
arquetipo con un par de argininas conservado incluido en la secuencia consenso [S/T]R-
R-x-ф-ф, en el límite entre el dominio H y la región N (Widdick y col., 2006; Bogsch y 
col., 1998; De Buck y col., 2008), donde ф representa un aminoácido hidrofóbico, 
frecuentemente F-L-K. La region H es más larga y menos hidrófobica que la de los 
péptidos señales de las proteínas que van a ser secretadas por la ruta Sec debido a la 
presencia de más residuos de glicina y treonina, y la región carboxilo terminal con 
frecuencia está provista de residuos básicos que aportan carga positiva en contraste con 
lo que ocurre en los péptidos señal de Sec, los cuales casi nunca se encuentran cargados 
en esta región (Tullman y col., 2007). En E. coli se han podido observar señales 
distintivas adicionales que contribuyen a la especificidad del péptido líder por la vía Tat 
como son la carga de los primeros aminoácidos de la proteína madura y la presencia de 
chaperonas específicas que secuestrarían al péptido señal del reconocimiento de la 
maquinaria Sec (Tullman y col., 2007). En general, los péptidos líderes tipo 
dependientes de Tat son más largos que sus homólogos Sec en E. coli, con unos 38aa 
(debido sobre todo a la extensa región amino), y 24aa de media respectivamente 
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(Cristóbal y col., 1999). Tal situación sin embargo, no se reproduce en el caso de 
Streptomyces  coelicolor.  En su caso, al analizar su genoma los resultados arrojaron 
una media de 42aa de péptido señal frente a los 39aa de los péptidos señal Tat predichos 
(Nielsen y col., 1997; Cristóbal y col., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 El sistema Tat bacteriano más conocido es el de E. coli, que a su vez ha servido 
de guía para el estudio de la maquinaria Tat de otros organismos como Bacillus, 
Streptomyces y Agrobacterium tumefaciens (Ding Z., 2003) El funcionamiento de todos 
ellos es muy similar indicando que se trata de un sistema muy conservado a pesar de la 
baja homología de sus componentes en algunas especies (De Keersmaeker y col., 2005).  
 En líneas generales, la mayoría de las maquinarias de translocación Tat 
(translocasas o translocón) estudiadas, se componen  de las proteínas TatA, TatB y TatC 
cuyos genes codificantes tatA, tatB y tatC se encuentran formando un operón. En  E. 
coli existe un cuarto gen, tatE, separado de este operón, que codifica la proteína TatE y 
que es considerado como un duplicado de tatA (Bogsch y col., 1998), si bien 
únicamente se consigue un bloqueo total del exporte proteico en un doble mutante 
tatAE (Schaerlaekens y col., 2001). En contraste con el sistema Tat encontrado en E 
.coli, algunos microorganismos poseen una translocasa tipo TatAC, es decir, carentes 
del componente TatB, sugieriendo que esta proteína no sería necesaria y que sus 
funciones son asumidas por TatA y TatC (Tarry y col., 2009). Dentro de este grupo se 
hallan archaea y la mayoría de las bacterias Gram positivas con bajo contenido G+C 
como por ejemplo, Bacillus subtilis (Pop y col., 2003), cuyo genoma contiene sin 
embargo dos copias del gen tatC. En el género Streptomyces se localizaron tres genes 
que codifican para TatA, TatB y TatC (Schaerlaekens y col., 2001). Este hallazgo 
diferenció estructuralmente el proceso Tat de Streptomyces de la generalidad de las 
Figura 5. Ejemplo de péptido líder de las proteínas que van a ser translocadas por la ruta Tat. Se 
encuadra la secuencia consenso con el característico par de argininas. Los dominios N, H y C, se indican 
en rosa, azul y amarillo, respectivamente. Se señala con una flecha el sitio de corte inmediatamente 
anterior a la cisteína. La secuencia se ha tomado de Lee y col, 2006. 
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bacterias Gram positivas. Se ha determinado que los genes tatA y tatC en S. lividans  
están organizados en una estructura agrupada y tatB forma una unidad transcripcional 
independiente (Schaerlaekens y col., 2001). 
 
4.2.- Mecanismo general de secreción Tat 
 
 Para la secreción de las proteínas por la ruta Tat, es necesaria la formación 
previa del complejo de translocación o translocasa, formada por el complejo protéico 
específico de membrana TatABC. En E. coli las proteínas TatA, TatB y TatC son 
exclusivas de membrana, siendo ésta la diferencia principal respecto a lo que ocurre en 
S. lividans , donde, con excepción de TatC, TatA y TatB se localizan en el citosol y en 
la membrana (De Keersmaeker y col., 2005).    
Básicamente, y en base a la ruta Tat referida para E. coli, este proceso de 
secreción consta de tres fases bien determinadas: 
Inicialmente se produce el reconocimiento del oligómero precursor de forma 
similar a lo que ocurre en la ruta Sec, por medio de su péptido señal, que constituye el 
aviso para el complejo TatCB que actuará como receptor (Alami y col., 2003; Alami y 
col., 2002; Cline y col., 2001; De Leeuw y col. 2002; De Keersmaeker y col., 2005). De 
forma más definida, TatC está provista de una región que le permite reconocer el 
motivo de doble arginina del péptido líder de la proteína precursora (Buchanan y col., 
2002). Aunque el anclaje inicial al oligómero que se va a secretar será efectuado por 
TatC, TatB participa entrando en contacto con el péptido señal y con parte de la 
proteína madura del percursor. 
En segundo lugar, la fuerza protón motriz dirige la formación de una translocasa 
activa mediante el desplazamiento del complejo TatCB-precursor a lo largo de la 
membrana hasta ensamblarse con TatA. Es entonces cuando el sustrato es transportado 
a través del poro constituido por varias subunidades de TatA (Alami y col., 2003; 
Gohlke y col., 2005; Mori y col., 2002).  
Para finalizar, el proceso acaba con la etapa de escisión del péptido líder bajo la 
acción de las peptidasas señales.  
Existe un acoplamiento entre la traducción y la secreción (Olivier, D., 1985;  
Gennity y col., 1990) y se ha descrito que la mutación en el gen tatC provoca la 
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abolición total del transporte así como la existencia de efectos pleiotrópicos en E. coli   
(Eijlander y col., 2009). 
En S. lividans  los componentes TatA y TatB solubles se encuentran como 
hetero u homo-oligómeros y presentan afinidad para unirse a los precursores, siendo 
mayor la de TatB. Estas dos proteínas, TatA y TatB, están muy relacionadas por su 
secuencia. A TatC, que se mantiene embebida en la membrana plasmática, se le 
atribuye un papel clave en el ensamblaje del complejo translocasa con la unión 
específica e inserción del complejo TatAB-proteína precursora a la membrana. TatC es 
el componente de la ruta Tat más conservado lo que proporciona una idea de cuán 
esencial es para el proceso de  la translocación (Bogsch y col., 1998). La deficiencia en 
tatC también tiene efectos pleiotrópicos en S. coelicolor (Widdick y col., 2006). 
Otra característica distintiva del sistema Tat de Streptomyces fue el hallazgo de 
que TatA y TatB citosólicas se unían preferentemente a los péptidos señales Tat antes 
de su interacción con la translocasa (complejo TatABC membranal), lo que apunta que 
TatC no es el sitio de reconocimiento primario para las preproteínas dependientes de Tat 
como lo es en E. coli (De Keersmaeker y col., 2007) y alimenta la idea de que ambas 
proteínas están involucradas en el traslado de la proteína precursora a la translocasa. 
Tras el reconocimiento de la proteína de nueva síntesis por el complejo TatAB 
citosólico y su posterior interacción con TatC en la membrana, se producirá una 
reorganización de los componentes en la membrana y varias subunidades de TatA 
membranal van a asociarse para formar el poro de translocación propiamente dicho, 
supuestamente adoptando la forma necesaria para cada proteína que se va a translocar 
(Tarry y col., 2009). La habilidad para unirse a preproteínas dependientes de Tat así 
como su localización citosólica sugiere que tanto TatA como TatB, independientes o 
asociadas, están involucradas en el reclutamiento de pre-proteínas Tat-dependientes 
hacia la translocasa (De Keersmaeker y col., 2005). El sitio de reconocimiento inicial 
para la unión del complejo TatAB está probablemente situado en el motivo de doble 
arginina del péptido líder aunque un pequeño porcentaje llega a interaccionar con la 
parte madura (De Keersmaeker y col., 2007). 
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Se considera que la ruta Tat es un sistema modular, altamente dinámico, en el 
que las proteínas integrantes existen como unidades separadas u oligomerizadas en 
ausencia de precursor y que, tras haberlo detectado, se unen a él para posteriormente 
asociarse y formar el poro completo de la translocasa activa, TatABC (Mori y col., 
2002; Alami y col., 2003). 
 
 
Figura 6: La maquinaria Tat en S. lividans. El complejo TatAB soluble reconoce la doble arginina (R-
R) de la proteína precursora (1) transportándola directamente hacia la membrana donde se halla TatC 
que reconocerá el complejo TatAB-precursor (2). Tras una reorganización de los componentes en la 
membrana, se reclutan de nuevo complejos adicionales TatA o TatAB para formar un sistema de 
translocación funcional que contiene TatABC (3). Por último la asociación se disgrega una vez el 
sustrato se transloca (De Keersmaeker y col., 2005) (4).  
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OBJETIVOS 
 
El trabajo se ha enfocado principalmente en dos objetivos diferenciados: 
 
1. Caracterización de la mutación del gen lsp y su efecto sobre la secreción 
de proteínas extracelulares en S. lividans. 
 
 
2. Determinar el grado de la posible versatilidad de los péptidos líderes de 
proteínas modelo para dirigir la secreción de las mismas por las rutas Sec 
y/o Tat en S. lividans. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  
 
1. MATERIALES 
1.1.- Cepas bacterianas 
Las estirpes utilizadas en este trabajo, junto con su genotipo, de E. coli y S. 
lividans se relacionan en las Tablas 1 y 2 respectivamente. 
E. coli 
 
Tabla 1. Cepa bacteriana de E. coli utilizada 
Cepa Genotipo Referencia 
E.coli DH5 Sup E44, thi-,  (lacZYA-arg F) 
U169, F- ø80d lacZM15 
Hanahan, 1983 
 
Streptomyces 
Tabla 2. Cepas bacterianas de Streptomyces utilizadas 
Cepa Genotipo Referencia 
S. coelicolor A3(2) SCP1-, SCP2- Hopwood y col. (1985) 
S. lividans 66 TK21 SLP2-, SLP3- Keiser y col. (2000) 
S. lividans 66 TK21 lsp SLP2-, SLP3-, lsp- Este trabajo 
S. lividans 66 TK21 tatC SLP2-, SLP3-, tatC- Este trabajo 
S. lividans 66 TK21 secG SLP2-, SLP3-, secG- Palomino y col.(2008) 
 
1.2.- Plásmidos  
En la Tabla 3 se presentan los plásmidos con origen de replicación en 
Escherichia coli con sus características más relevantes y en la Tabla 4 los plásmidos con 
origen de replicación en Streptomyces. 
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Tabla 3. Plásmidos con origen de replicación en Escherichia coli  
Plásmido Características Resistencia Referencia 
pUC19 Selección por actividad -
galactosidasa 
Ampicilina Norrander y col., 
1993 
 
pUZ8002 
Plásmido derivado de RK2 con el 
oriT (aph) defectivo; permite la 
movilización en trans del 
plásmido que contiene el oriT. 
 
Kanamicina Keiser y col., 2000 
 
pIJ790 
Plásmido derivado de pKD20, 
contiene el sistema  RED de 
recombinación (Datsenko y 
Wanner, 2000). 
 
Cloramfenicol 
 
Gust y col., 2002. 
 
pIJ773 
pBluestript SKII que contiene el 
gen para la resistencia a 
apramicina y el oriT flanqueado 
por secuencias FRT. 
 
Apramicina 
 
Gust y col., 2002. 
 
Tabla 4. Plásmidos con origen de replicación en Streptomyces  
Plásmido Características Resistencia Referencia 
pIJ486 
Plásmido multicopia sonda de 
promotores con gen testigo neo. 
Tioestreptona 
 Ward y col., 1986 
 
pIJ487 
pIJ486 con el sitio de clonaje 
múltiple en orientación 
contraria. 
 
Tioestreptona 
 
Ward y col., 1986 
pAGAs1 
pIJ486 con un inserto de 5kb 
que contiene el gen dagA de 
S.coelicolor A3(2) en el sitio 
BamHI 
Tioestreptona 
Parro y Mellado, 
1993 
 
 
pAGAS5 
 
pIJ486 que contiene un 
fragmento de 5Kb que incluye 
el gen dagA con su propio 
promotor. 
Kanamicina. 
La fase de lectura 
del gen de 
resistencia al 
tioestreptona está 
modificada. 
 
 
Palacín, 2002 
pAGA500 
pIJ487 con un fragmento que 
contiene la región que codifica 
los últimos seis aminoácidos del 
péptido señal y la parte madura 
de la agarasa, e incluye el 
terminador de transcripción del 
dagA 
Tioestreptona 
 
Parro, 1993 
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pAGAs20 
pIJ487 conteniendo la región 
promotora del gen dagA y la 
secuencia que codifica el 
péptido líder y los 7 primeros aa 
de la agarasa madura para 
mantener el entorno del sitio de 
procesamiento para la peptidasa 
señal. 
Tioestreptona 
 
Parro y Mellado, 
1994 
pAGA502 
pAGA500 con el inserto que 
contiene la región promotora 
del gen dagA fusionada con la 
región codificante del péptido 
señal de la amilasa y de los 3 
primeros aa de la amilasa 
madura. 
Tioestreptona 
 
Isiegas, 1999 
 
 
pAMI11 
 
pIJ486 que contiene un 
fragmento de 3Kb que incluye 
el gen aml con su propio 
promotor. 
Kanamicina. 
La fase de lectura 
del gen de 
resistencia a 
tioestreptona está 
modificada 
 
 
Palacín, 2002 
pAMI2003 
pAGAs20 con un inserto que 
contiene la parte madura de la 
amilasa. 
Tioestreptona 
 
Isiegas, 1999 
pFD666 
Vector lanzadera para E.coli y 
actinomycetos. 
Kanamicina 
Denis y 
Brzezinski, 1992 
pFDxlnC 
pFD666 conteniendo el 
fragmento de 1Kb que incluye 
el gen xlnC con el promotor del 
inhibidor de subtilisina. 
Kanamicina 
Denis y Brzezinski, 
1992 
1.3.- Reactivos  
1.3.1. Productos químicos 
Los productos utilizados se adquirieron de las siguientes firmas comerciales: 
Aldrich; Biorad; Boehringer Mannheim, Fermentas, Merck; New England Biolabs, 
Pharmacia, Promega, Roche y Sigma.  
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1.3.2. Enzimas 
Las enzimas empleadas en la manipulación de ácidos nucleicos, incluyendo las 
endonucleasas de restricción, la fosfatasa alcalina, la Taq polimerasa, la High Fidelity 
polimerasa, enzimas empleadas en la qRT-PCR tiempo real, se obtuvieron de las firmas 
Amersham, Boehringer Mannheim, Ecogen S.R.L., Fermentas, Pharmacia, Ambion, 
Applied Biosystem y Roche. 
1.4.- Medios de cultivo 
Escherichia coli 
 
Medio LB: Bactotriptona 1%, extracto de levadura 0,5%, ClNa 1%  (Maniatis y col., 
1982). Para la preparación de LB sólido se añadió agar bacteriológico europeo 
(Pronadisa) a una concentración de 2%.  
 
Streptomyces 
 
Medio Mínimo sólido: (NH4)2SO4 0,5%; PO4HK2 0,05%; SO4Mg7H20 0,02%; 
SO4Fe7H2O 0,001%, agar a una concentración de 2%. A pH 7,2. Tras esterilizar se 
añadió la fuente de carbono estéril (Keiser y col. 2000). 
R5 sólido: Sacarosa 10,3 %; SO4K2 0,025%; Cl2Mg6H20 1,012%; glucosa 1%; 
casaminoácidos (DIFCO) 0,01%; extracto de levadura 0,5%; tampón TES 0,573%; 
elementos traza 0,2%. Se ajustó el pH a 7,3, se añadió agar bacteriológico (OXOID) 
hasta 2,2% y se esterilizó. Posteriormente se suplementó con POH2K 0,005%; 
Cl2Ca.2H2O 20 mM; L-prolina 0,3% y NaOH 7 mM (Thompson y col., 1980). 
MS: Manitol 2%, harina de soja 2% y agar bacterirológico 2% (OXOID) (Keiser y col., 
2000).  
DNA: Difco Nutrient Agar 2,3% (Keiser y col., 2000).  
SNA: Difco Nutrient Broth 0,8% y agar (OXOID) 0,6% (Keiser y col., 2000). 
Solución de pregerminación: Yeast extract (DIFCO) 1%, casaminoácidos (DIFCO) 
1%. 
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Medio Mínimo líquido (NMMP): SO4(NH4)2 0,2%; casaminoácidos (DIFCO) 0,5%; 
MgSO47H20 0,06 %; ZnSO47H20 0,0001%; FeSO47H2O 0,0001%; MnCl24H20 
0,0001%; CaCl2 0,0001%. El medio se esterilizó y en el momento de usar se añadió 
tampón fosfato (H2NaPO4/ HK2PO4 0,1M pH 6,8) hasta una concentración final de 
0,015 M, la fuente de carbono y el inóculo de esporas pregerminadas (Keiser y col., 
2000).  
YEME (Yeast Extract Maltose Extract): Extracto de levadura 0,3%; extracto de 
malta 0,3%; bactopeptona 0,5%; glucosa 1% y sacarosa 10,3%. Se esterilizó y se 
completó con MgCl2·6H2O hasta 5mM. Para la  preparación de protoplastos se añadió, 
además, glicocola hasta 0,5% (Keiser y col., 2000).  
Solución de elementos traza: Cl2Zn 4% ; Cl3Fe6H2O 20% ; ClCu2H2O 1% ; 
Cl2Mn4H2O 1% ; B4O7Na210H2O 1% ; Mo7O24(NH4)6.H2O 1% .  
Tampón para protoplastos: Solución base 4 ml, 50 l PO4KH2 0,5% (v/v); 500 l 
Cl2Ca 3,68% (v/v) y 500 l TES pH7; 250 mM 5,735 (v/v), (Keiser y col., 2000).  
Solución base: Sacarosa 10,3 g, SO4K2 0,025 g, Cl2Mg6H2O 0,202 g y elementos traza 
0,2 ml (Keiser y col., 2000).  
1.5.- Juegos comerciales para la extracción y purificación de ADN 
Se han utilizado diferentes kits comerciales en los siguientes métodos: 
extracción de ADN cromosómico (Sigma); extracción de ARN (Qiagen), purificación 
de ADN de bandas de agarosa (Amersham/Qiagen); extracción y purificación de ADN 
plasmídico (QIAGEN). 
 
2. MÉTODOS 
2.1.- Condiciones de cultivo y conservación de cepas 
Las cepas de E. coli se cultivaron rutinariamente a 37ºC con agitación a 250 
rpm. Cuando fue necesario el medio se suplementó con ampicilina 100 g/ml o 
kanamicina 50 g/ml. 
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Las diferentes cepas de E. coli se conservaron como suspensiones de células en 
glicerol al 50% a –20 ºC, a partir de cultivos procedentes de colonia aislada y crecidos 
en LB con los antibióticos necesarios. 
Las cepas de S. lividans se cultivaron en medio YEME a 30ºC con agitación a 
250 rpm, durante 48 o 60 horas según cepa para obtención de biomasa y preinóculos.  
Para contrastar crecimiento de las cepas de S. lividans mutantes y las que 
contenían plásmidos en multicopia con el de las correspondientes cepas isogénicas se 
realizaron curvas de crecimiento en medio definido líquido. En estos experimentos los 
cultivos se pusieron en marcha en medio NMMP de forma sincronizada mediante la 
inoculación de 0,1mg/ml de peso húmedo a partir de preinóculos de micelio en el caso 
de los mutantes (debido a su peor crecimiento y formación de esporas) o 
pregerminación de esporas en el caso de las cepas con plásmidos multicopia. El proceso 
de pregerminación consistió en un breve choque térmico para activar las esporas (10 
min. a 50ºC), seguido de una incubación en medio rico (“solución de pregerminación”) 
hasta que se observó al microscopio que al menos un 50% de las esporas presentaba 
tubos de germinación. Se inocularon en medio mínimo NMMP suplementado con 
manitol 1% líquido a una densidad óptica a 450 nm entre 0.03 y 0.05. (Kieser y col., 
2000). Los cultivos se incubaron a 30ºC y agitación a 250rpm.  El crecimiento de los 
cultivos se siguió por determinación de la biomasa celular, expresándose en mg/ml de 
peso seco, que se realizó tomando muestras  triplicadas de 1 ml de cultivo, tras ser 
centrifugadas se secaron a vacío en una Sanvant Speedvac CS10 hasta conseguir un 
peso constante. La selección de cepas se realizó en presencia de 50 g/ml tioestreptona, 
kanamicina o apramicina en medio sólido y de 10 g/ml (YEME) ó 5 g/ml (NMMP) 
para estos mismos antibióticos en medio líquido.   
 Cuando fue posible las cepas se conservaron en forma de esporas, que se 
recogieron a partir de placas de MS. Los mutantes S.lividans TK21 lsp, tatC y secG 
así como las cepas quimera de tatC se conservaron en forma de micelio en glicerol al 
50% (v/v) a –20ºC (Keiser y col., 2000). 
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2.2.- Purificación de ácidos nucleicos 
2.2.1. Obtención de ADN 
Las técnicas generales que se siguieron para la extracción de ADN plasmídico y 
cromosómico de Streptomyces proceden de los métodos descritos en Keiser y col. 
(2000). La preparación y manipulación de ADN de E. coli se hizo según Sambrock y 
col. (1989). Cuando fue necesario se utilizaron los kits indicados en el apartado 1.5 para 
la preparación de ADN. 
La pureza y concentración del ADN se determinó midiendo la absorbancia a 260 
nm y a 280 nm en un espectrofotómetro NanoDrop ND1000 (NanoDrop Technologies)  
y por análisis electroforético en geles de agarosa entre el 0,8% y 1% según el caso. 
Las digestiones de plásmidos y fragmentos con endonucleasas de restricción y 
las ligaciones de los mismos se llevaron a cabo según las condiciones e instrucciones 
recomendadas por el distribuidor de las enzimas y Sambrook y col. (1989).  
Las electroforesis y purificaciones de ADN se llevaron a cabo de acuerdo a los 
protocolos descritos por Sambrook y col. (1989), Kieser y col. (2000) y Görg y col 
(2000). 
La secuenciación fue realizada por SECUGEN (Servicio de secuenciación del 
Centro de Investigaciones Biológicas), utilizando un secuenciador automático de ADN, 
AVI-PRISM©3700 de (Applied Biosystems). 
2.2.2. Preparación de ARN: condiciones de cultivo y purificación 
La cepa TK21 y las cepas mutantes en lsp y tatC, se cultivaron a 30ºC y 250 rpm 
en medio mínimo NMMP sin antibiótico para evitar su posible interferencia en la 
expresión génica de la bacteria y se siguió el mismo procedimiento que en el apartado 
2.1. 
Para la extracción de ARN se adaptó el kit  “RNeasy Midi” de Qiagen añadiendo 
los procesos para la disrupción y homogeneizado de lisado celular correspondientes al 
método de purificación de Kirby y col., (1967) modificado según Keiser y col., (2000).  
El micelio proveniente de entre 50 y 80 ml de cultivo dependiendo de la cepa y 
su tiempo de recogida  se sometió a un proceso de fuerte agitación en presencia de 5 ml 
de tampón de lisis (SDS 1% (p/v) , EDTA 160mM, pH 8), bolas de cristal de 1 mm de 
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diámetro, y 1 ml fenol/cloroformo/isoamílico (25:24:1). A continuación se añadieron 4 
ml de tampón RTL (Rneasy Midi de Qiagen) y 40 μl de β-mercaptoetanol con una 
nueva agitación vigorosa. Las proteínas de la muestra se extrajeron con 8 ml de 
fenol/cloroformo/isoamílico. Previo a todo este proceso, el material de vidrio empleado 
así como las puntas de pipeta utilizadas fueron sometidos a dos tandas de esterilización 
para eliminar cualquier vestigio de ARNasas y de esta manera minimizar el riesgo de 
contaminación del ARN.  
A continuación se siguió con el protocolo según las indicaciones especificadas 
por el fabricante. 
La concentración del ARN también se verificó por absorbancia a 260 nm y a 280 
nm en espectofotómetro NanoDrop ND1000 (NanoDrop Technologies).  Su pureza y 
calidad fueron comprobadas en la unidad de Genómica del Centro Nacional de 
Biotecnología por medio de Bioanalyzer (Agilent Technologies). 
2.3.- Amplificación de ADN por reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) 
Los oligonucleótidos empleados como cebadores (Tabla 6) para la PCR fueron 
suministrados por Sigma Aldrich Genosys. 
La amplificación de fragmentos de ADN se realizó mediante PCR en un 
termociclador automático (PTC-100
TM
Research, Inc.). Los ADN empleados como 
molde para la amplificación por PCR pertenecen a S. lividans TK21. Las muestras se 
prepararon por triplicado en un volumen final de reacción de 100l. Las reacciones de 
PCR contenían ADN molde (500 ng) de S. lividans TK21, 0,1 mM de cada uno de los 
deoxinucleótidos trifosfato, dATP, dCTP, dGTP y dTTP (Amersham), 40 pmoles de 
cada oligonucleótido cebador (Sigma Genosys), 2 mM de MgCl2, tampón 1X de 
EcoTaq (Ecogen S.R.L.), 5% de DMSO y 1U de EcoTaq ADN polimerasa (Ecogen 
S.R.L.). La amplificación se realizó mediante  un ciclo de desnaturalización de 3 min a 
95ºC, seguido de 30 ciclos de 1 min a 95ºC, 1 min a 55ºC a 65ºC (dependiendo de los 
oligonucleótidos) y 2 min a 72ºC y ciclo final de elongación de 10 min a 72ºC. 
Las amplificaciones de fragmentos de ADN destinadas a generar los mutantes en 
lsp y tatC, se realizaron con la polimerasa High Fidelity de Roche, según el protocolo 
descrito en el manual del sistema Redirect (Gust y col., 2002).  
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Se llevaron a cabo amplificaciones de comprobación de ADN de colonia de 
Streptomyces en un volumen final de 50 l. Para estas reacciones se empleó la EcoTaq 
ADN polimerasa (Ecogen S.R.L.) con las mismas condiciones descritas arriba, a 
excepción del ADN molde, que se obtuvo a partir de una solución de ADN tras 
trasvasar la colonia en 20 l de DMSO 100%.  
Los oligonucleótidos empleados para el trabajo experimental se indican en las 
tablas siguientes. 
Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados en la técnica Redirect 
Oligo Secuencia 
RD-Lsp-FR TCAAGGACCTAGGCTGAGGGACTCACGTGGCTAGCATTCCGGGGATCCGT
CGACC 
RD-Lsp-RE GACAACCAGTCCCTGTGGACAGCCGGACCGGAGGGGTCAGCTAGCTGTAG
GCTGGAGCTGCTTC 
Lsp.FR AGGACGACAACTGATCTGTAGTACGGCG 
Lsp.RE CAGCACGGCCCGATTCAGCAGCTCCTCG 
TatC.e.FR CCATGTAGGCCCTCTGAAAA 
TatC.e.RE GGTACGGTCATCCGTCGTAA 
TatC.Apr.FR2 GGGCGGCGACGCGTGCCGTCACCGCCCCGGCGGTCCTCATGTAGGCTGGA
GCTGCTTC 
TatC.Apr.RE2 TGATCTCCGGCCCGCCGCACGAGATGGGAACGTGGGTTGATTCCGGGGAT
CCGTCGACC 
TatC.FR CTCAAGAGCGAGGCCAAG 
TatC.RE TCTGTCATCGTGCTTTCGAG 
 
Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados para amplificación de fkpA y lsp 
Oligo Secuencia 
FKBP.P TTTTGGATCCTTCTCACGCCGTAGAGTTGC 
FKBP.T TTTTGGATCCCCCTCCCAGATGTCCTTGAT 
LSP.P TCAAGGATCCCTACGGGAGAAGCCGAACAT 
LSP.T TACAGGATCCCACAGGCAGCAAGAACATCA 
 
2.4.- PCR cuantitativa en tiempo real. 
 Tras extraer el ARN y una vez purificado, se sometió al tratamiento con 
ADNasa libre de ARNasa previo a su uso en qRT-PCR en tiempo real, para lo que se 
utilizó el kit “Turbo DNA-Free” (Ambion) según las indicaciones del fabricante. La 
transcripción reversa de 10 μg  de ARN total en un volumen final de 100 μl, se realizó 
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con “High Capacity Archive kit” de Applied Biosystem, usando hexámeros al azar 
como cebadores según indica el fabricante. 
 La subsiguiente PCR en tiempo real, se llevó a cabo utilizando “Power SYBR 
Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems) y se analizó el resultado en “ABI Prism 
700 Sequence Detection System” (Applied Biosystems). Como molde se usaron 5 μl de 
ADNc marcado, que se desnaturalizaron mediante una incubación de 10 minutos a 
95ºC. Se realizaron 40 ciclos de amplificación y cuantificación (15 segundos de 
desnaturalización a 95ºC  y 1 minuto a 60ºC) y un ciclo de 10 minutos de extensión 
final a 72ºC. Las amplificaciones se realizaron por triplicado. Como marcador interno 
de amplificación se utilizó el gen hrdB (Pang  y col., 2004), que codifica para el factor 
sigma mayoritario en S. lividans y cuya expresión permanece constante a lo largo de 
todas las etapas de crecimiento. El tratamiento de datos se llevó a cabo mediante las 
indicaciones dadas en “7300 Real-Time PCR system” de Applied Biosystems para un 
proceso de cuantificación relativa por comparación de valores Ct (número de ciclo al 
cual la curva de amplificación, en su periodo de comportamiento exponencial, cruza el 
umbral de fluorescencia basal). El resultado final obtenido por medio de este tipo de 
cuantificación se expresa, de la misma manera que en el caso de micromatrices, 
mediante un valor de umbral de expresión (Fold Change) de la cepa problema respecto a 
cepa control.  
Los oligonucleótidos utilizados en la PCR a tiempo real se ennumeran en la 
siguiente tabla. 
Tabla 7. Oligonucleótidos empleados en el estudio de qRT-PCR. 
Oligo 
directo (D) 
Secuencia Oligo 
reverso (R) 
Secuencia 
 
HrdB.D CGCGGCATGCTCTTCCT HrdB.R AGGTGGCGTACGTGGAGAAC 
SLI0297.D CGGGCTACTACGGCTTCTAC SLI0297.R CTTCCTCAAGGGTGGTGAA 
SLI1513.D GCGAGAAGCAGGAGAAGAAG SLI1513.R CTCCAGCTCCCACTTGATG 
SLI1632.D CGAAGGTGCTCATCGAGTT SLI1632.R AAGGAGAGACCGAAGACGAC 
SLI1860.D ACCGTCCTCGGCAAGAAG SLI1860.R GGTTGACGGAGACCTTGAGT 
SLI2001.D GCAACAGCAGCTACGACAAC SLI2001.R CTGTTGCGGCACAGGTAGT 
SLI2074.D CGAGCCGATCGAGATCAT SLI2074.R GGCGATCACCGTGAAGAT 
SLI2116.D AACGAGTCGCTGACGAAGTA SLI2116.R TTGAAGCGGATCGGGTAGT 
SLI6197.D AGAAGGGTATCCGGCCTCAA SLI6197.R ACCGACTCGTAGGACCAGAC 
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2.5.- Hibridación y procesado de micromatrices 
Las micromatrices que contenían el genoma de S.coelicolor contra el que se 
hibridaron las muestras, fueron proporcionados por Eurogentec, (Bélgica) y fueron 
procesados por el Servicio de Genómica del Centro Nacional de Biotecnología. 
Los datos de intensidades se trataron estadísticamente mediante el programa 
FIESTA (Smyth; 2004) usando al menos los datos pertenecientes a tres replicas 
biológicas. Se tomó como umbral de expresión diferencial un valor de al menos +/- 2,5 
en la relación de intensidad de hibridación entre el control (tipo salvaje) y la muestra 
problema (mutante). 
2.6.- Transformación génica  
E. coli 
La preparación de células competentes DH5 se realizó según el protocolo 
descrito por Inue y col., (1990). La transformación se realizó según el protocolo descrito 
por Zaballos y col., (1987).  
Streptomyces 
La transformación de cepas de Streptomyces se realizó siguiendo el método 
descrito por Keiser y col. (2000). En las transformaciones se utilizaron alícuotas de 
protoplastos en suspensión almacenadas a –80ºC. La obtención de protoplastos de las 
cepas de Streptomyces se llevó a cabo según el protocolo especificado por Hopwood y 
col. (1985). Las alícuotas de protoplastos se descongelaron rápidamente en un baño a 
37ºC y se lavaron una vez con 1 volumen de tampón de protoplastos para eliminar 
trazas de endonucleasas. Para mejorar la eficiencia de transformación del ADN, éste se 
desnaturalizó con NaOH 1M  (Bibb y col., 1978). 
2.7.- Construcción de cepas sobreproductoras y mutantes 
Para el clonaje y propagación de plásmidos se utilizaron E.coli DH5α de acuerdo 
al protocolo descrito por Hanahan y col. (1983), cultivándose en medio Luria broth 
(LB).  
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2.7.1. Clonaje lsp en pIJ487 
Para la obtención de las cepa sobreproductora de lsp, en primer lugar se realizó 
una amplificación por PCR a partir del genoma de S. lividans TK21, de un fragmento de 
1128 pb que contenía el gen lsp utilizando los oligonucleótidos LSP.P y LSP.T. El 
fragmento amplificado se subclonó vía BamHI en el vector con resistencia a ampicilina 
pUC19, interrumpiendo el gen lacZ que proporciona color azul a las colonias en 
presencia de X-gal. Aquéllas que hubieran incorporado el plásmido con el inserto serían 
de color blanco. Una vez se obtuvieron las colonias deseadas, el siguiente paso fue 
traspasarlas al plásmido sonda de promotores pIJ487, que lleva el gen de resistencia a 
kanamicina como gen de referencia, así como el gen de resistencia a tioestreptona, de 
nuevo con dianas de restricción BamHI en los extremos del inserto y previa digestión 
del vector con la misma enzima y tratamiento con fosfatasa alcalina. Posteriormente se 
transformaron protoplastos de S.lividans TK21.  
Las colonias resistentes a tioestreptona se analizaron por PCR de colonia o 
minipreps y los clones positivos se verificaron por secuenciación.  
Los clones resultantes se denominaron TK21[pIJlsp]. La cepa multicopia 
S.lividans TK21[pIJ487] se obtuvo mediante la transformación de protoplastos de 
S.lividans con el plásmido de alto número de copias pIJ487.  
2.7.2. Obtención de cepas sobreproductoras de amilasa y agarasa 
Se transformaron protoplastos de S. lividans TK21 con los plásmidos pAMI11, 
pAGAs5, pAMI2003 y pAGA502 procedentes de la colección del laboratorio, 
generándose las cepas sobreproductoras TK21[pAGAs5] y TK21[pAMI11], 
TK21[pAMI2003], TK21[pAGA502]. Se efectuó la misma transformación con el vector 
pFDxlnC proporcionado por el laboratorio del Dr. Jozeff Anné, Rega Instituto K.U. 
Lovaina, Bélgica, dando como resultado la cepa TK21[pFDxlnC].  
2.7.3. Clonaje de fkpA en pAGAs5 
Se dirigió vía XbaI-HindIII la inserción del fragmento de 1223pb que contenía el 
gen fkpA previamente amplificado por PCR con los oligos FKBP.P y FKBP.T (tabla 6) 
en el plásmido pAGAs5 delante del gen dagA y se generó el plásmido [pAGAfkpA], que 
lleva ambos genes bajo el control de sus respectivos promotores. Se transformaron 
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protoplastos de TK21 con esta construcción y se obtuvo la cepa TK21[pAGAfkpA], 
resistente a kanamicina.  
2.7.4. Obtención de mutantes 
Los mutantes en lsp y tatC se construyeron de acuerdo con el protocolo Redirect 
desarrollado en el John Innes Centre de Norwich, Reino Unido (Gust y col; 2002). 
Brevemente, para la obtención del mutante en lsp se empleó el cósmido 
SCO939111 de Streptomyces coelicolor que contiene la secuencia codificante del gen 
lsp, y se utilizó para  sustituir dicho gen por el casette de resistencia a apramicina. Para 
el mutante en tatC, este primer paso fue ligeramente modificado y se construyó un 
pseudocósmido para la obtención de un plásmido recombinante mediante la 
amplificación de 8 kb del cromosoma de S.lividans con los oligonucleótidos TatC.e.FR 
y TatC.e.RE. La zona de amplificación incluye el gen tatC en posición central. 
A partir de este punto, el procedimiento es el mismo en ambos mutantes. El 
cassete de apramicina se obtuvo mediante PCR amplificando a partir del molde pIJ773 
con los oligonucleótidos RD-Lsp-FR y RD-Lsp-RE para el mutante en lsp y TatC.Apr-
FR2 y TatC.Apr.RE2 para el mutante en tatC (Tabla 5), que contienen en los extremos 
5´colas de 39 nt homólogas a las secuencias anterior y posterior de la región codificante 
del gen en cuestión. El producto de PCR se electroporó en la cepa de E.coli que porta el 
cósmido y el sistema de recombinación de λ-red (Datsenko & Wanner, 2000). Los 
clones resistentes a apramicina fueron analizados por PCR de colonia para confirmar la 
presencia de cósmido recombinante utilizando los oligonucleótidos Lsp.FR y Lsp.RE en 
el caso de lsp y TatC.FR y TatC.RE en el caso de tatC. Los mutantes se obtuvieron 
por recombinación homóloga del cósmido recombinante tras la conjugación de E.coli 
pUZ8002 y S. lividans TK21. Los clones resultantes se comprobaron mediante PCR de 
colonia y PCR de ADN cromosómico. 
2.7.5. Transformación de mutantes con construcciones híbridas 
Protoplastos del mutante S. lividans tatC y secG fueron transformados con los 
plásmidos pAMI2003, pAGA502 y pFDxlnC, dando lugar a las cepas 
tatC[pAMI2003], tatC[pAGA502], tatC[pFDxlnC] y secG[pAMI2003], 
tatC[pAGA502] y secG[pFDxlnC]. 
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2.8.- Ensayos de proteínas  
A partir de los sobrenadantes obtenidos en las curvas de crecimiento se 
precipitaron las proteínas con sulfato amónico al 80%  de saturación (ensayos de 
actividad de proteínas), o con ácido tricloroacético (TCA) a una concentración final del 
10% y ácido deoxicólico (DOC, 0,02%) para geles y Western blot. En ambos casos de 
precipitación, las muestras se incubaron durante la noche a 4ºC. A continuación se 
centrifugaron en una centrífuga Sorval a 10000 rpm durante 30 minutos (Dowson y col. 
1969). Las proteínas precipitadas con sulfato amónico fueron resuspendidas en Tris HCl 
10mM pH 7.5 en proporción 1/50 según el volumen precipitado.  
2.8.1. Determinación de la concentración de proteínas 
La determinación de proteínas se cuantificó mediante el método Bradford a 
partir de extractos de proteínas con el kit comercial Bio-Rad Protein Assay (BioRad), 
usando como proteína patrón la gamma-globulina bovina estándar I (BioRad). En otros 
casos se empleó el  método BCA, BioRad protein determination kit de Pierce según las 
instrucciones del fabricante. 
2.8.2. Ensayo de actividad inhibidor de subtilisina 
 Diferentes alícuotas se llevaron a un volumen final de 250 l en Tris-HCl 0.1M 
pH 8.6 y en presencia de 2,85x 10
-4
 U de subtilisina (Sigma Chemical Co.), después de 
10minutos de incubación a 25ºC se añadió 0,25mM de sustrato N-succinil-L-ala-L-Ala-
L-Pro-L-Phe-p-nitroanilida (Sigma Chemical Co.), se incubó a 25ºC hasta que el control 
positivo viró a amarillo, como se describe en  Kojima y col., 1990. En ese momento se 
midió la absorbancia a 450nm.  La presencia del inhibidor de la subtilisina se refirió 
como porcentaje de actividad subtilisina residual después del período de incubación. 
2.8.3. Actividad agarasa en medio líquido 
 En un volumen final de 1 ml se llevó a cabo una detección de azúcares 
reductores según Dygert y col. (1965). A una mezcla de agarosa de bajo punto de fusión 
(Pronadisa) al 0,1% e imidazol–HCl 50mM de concentración final y pH 6.5, se adicionó 
la muestra de proteínas precipitadas con sulfato amónico y resuspendidas en Tris-HCl 
10mM, hasta un volumen de 1ml. Después de 15 minutos de incubación a 37ºC, se 
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añadió una solución de sulfato de cobre (Na2CO3 4% p/v, glicina 1,6% p/v y CuSO4 
0,045% p/v). Una vez mezclado, se incubó en agua hirviendo durante 10 minutos y se 
enfrió bajo agua del grifo. Se diluyó hasta 10ml con agua destilada y se midió la 
absorbancia a 450nm. Se tomó el 100% de la actividad agarasa al valor mayor de 
densidad óptica presentada por la cepa silvestre. 
2.8.4. Ensayo de agarasa en placa  
Para la realización de este experimento se utilizaron la cepa silvestre TK21 y los 
mutantes en tatC y secG transformados con los plásmido de alto número de copias 
pAGAs5 y pIJ487 que actúa como control del pAGAs5. 
La siembra se efectuó a partir de micelio obtenido de cultivos a razón de 
0,1mg/ml de peso húmedo.  Se emplearon placas provistas de NMMP con agarosa al 
1% sin antibiótico. Las placas se incubaron a 30ºC durante 72 horas antes de ser teñidas 
con solución de Lugol (Sigma) I2 0,05M y  KI 0,12M durante 45 minutos. La aparición 
de halos determinó la presencia de la agarasa (David y col. 2006; di Berardo 2008). 
2.8.5. Actividad amilasa  
El ensayo de detección de actividad amilasa se basó en los protocolos 
descritos por Smith y Roe., (1949); Dygert y col., (1965); y Bernfeld, (1955). 
En un volumen final de reacción de 300l se incubó una mezcla de almidón al 
1,5%, y 50l de muestra resuspendidas en tampón fosfato 20mM pH 7, durante 30 
minutos a 37ºC en baño. Como proteína patrón y control positivo se empleó amilasa 
comercial de Bacillus amiloliquefaciens, suministrada por Sigma-Aldrich. Pasado este 
tiempo se paró la reacción añadiendo 300l de una solución de ácido dinitrosalicílico 
(DNS) compuesta por DNS al 1%, NaOH 0,4N y tartrato sódico al 30% y se hirvió 
5minutos a 100ºC en baño. Finalmente se midió la absorbancia a 540nm en un 
espectofotómetro Ultrospec 3100pro, Amersahm Biosciences, atribuyéndose el 100% 
de la actividad amilasa al valor de densidad óptica presentada por el control positivo.  
2.8.6. Electroforesis bidimensional 
A partir de las proteínas de los sobrenadantes precipitadas con TCA (30g de 
proteína) se llevó a cabo una electroforesis bidimensional según el protocolo descrito 
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por Görg y col. (2000) y Rabilloud, (1998). Se llevó a cabo en el servicio de proteómica 
del Centro Nacional de Biotecnología. 
2.9.- Electroforesis de proteínas y ensayos de Western-blot 
Tras añadir el TCA a los sobrenadantes de las curvas correspondientes, las 
alícuotas de sobrenadante se dejaron en hielo toda la noche para la precipitación de las 
proteínas y se centrifugaron a 10000 rpm durante 25 min. Posteriormente se lavaron dos 
veces con un tampón de lavado que contenía Tris-HCl 10mM pH 8, acetona 70%,  
etanol 10% y azul de bromofenol para permitir detectar las trazas de TCA al virar el 
color a amarillo. Se centrifugaron de nuevo a 10000 rpm durante 10 min y  tras eliminar 
el sobrenadante se guardaron a -20ºC si el uso iba a ser próximo o a -80ºC si se iban a 
almacenar durante una larga temporada. Para su utilización, se resuspendieron en 
función del peso seco en Tris HCl 10mM pH 7.5 y se prepararon en condiciones 
desnaturalizantes usando tampón de ruptura de proteínas (60mM Tris HCl pH 8, 0.1% 
SDS, 5% glicerol (v/v), 0.005% azul de bromofenol (Hopwood 1985), y  DTT como 
agente reductor y se incubaron a 95 ºC durante 5 min. Posteriormente las proteínas se 
separaron en geles SDS-Poliacrilamida al 10% para la amilasa y al 12% para agarasa 
a un voltaje de 130V y se tiñó con Coomasie brillante G-250 al 0.25% durante dos 
horas. Se destiñó con solución de desteñido (ácido acético 10% v/v y metanol 10% v/v) 
durante una hora.  
Cuando fue necesario se realizaron ensayos de “Western-blot”. Los geles se 
transfirieron a membranas de polivinildeno difluorado (PVDF; Inmobilón-P, Millipore) 
en semiseco (electrotransferidor de BioRad), durante 20 minutos, 250V y 0,3A a 
temperatura ambiente. Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura 
ambiente o toda la noche a 4ºC con 5% de leche descremada en PBS. Se comprobó la 
correcta transferencia tiñendo brevemente las membranas con rojo Ponceau al 0,15% y 
lavándolas a continuación con agua destilada. La inmunodetección se realizó con los 
anticuerpos primarios policlonales anti-agarasa (anti-DagA) en proporción 1:6000, anti-
xilanasa C (Anti-XlnC, 1:2000) y anti-.amilasa (anti-Ami, 1:2500) en solución de 
lavado (leche descremada al 1% y Tween-20 0,1% en PBS) durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Como anticuerpo secundario se utilizó la proteína A-HRP 
(Zymed Laboratories Inc.) en proporción 1:10000. La actividad peroxidasa se detectó 
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usando el sistema de detección de ECL (Amersham). Las membranas se expusieron a 
películas de rayos X (A plus, Konika Minolta y BioMax XAR Film, Kodak). 
Los anticuerpos utilizados en los ensayos de Western Blot, anti-agarasa (anti-
DagA), anti-amilasa (anti-Ami) y anti-xilanasaC (anti-XlnC), procedían de la 
colección del laboratorio.  
2.10.- Microscopía y obtención de imágenes 
Para la comprobación visual de cepas se empleó un microscopio Zeiss Axiolab 
HBO 50. Para la obtención de fotos de las placas Petri y autorradiografías, se utilizó una 
cámara digital Nikon D1X, objetivo AF MICRONIKKOR 60mm. 
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1.- CONSTRUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LA CEPA 
MUTANTE EN EL GEN lsp DE S. lividans TK21 
1.1.- Identificación y clonaje de lsp  
El genoma de S. coelicolor A3(2),(Bentley y col.,2002), puede ser analizado 
mediante técnicas “in silico” con el empleo de herramientas web como BLAST “Basic 
Local Alignment Search Tool” (Altschul y col., 1997) con el fin de localizar secuencias 
que determinen la síntesis de proteínas con las actividades buscadas y extrapolarlas a S. 
lividans TK21. Se utilizó la secuencia aminoacídica de Lsp de B.subtilis como 
referencia para realizar los rastreos en S. coelicolor y se localizó  de esta manera el gen 
lsp (SCO2074), que determinaría la síntesis de una proteína de función y estructura 
supuestamente similar a Lsp, la peptidasa señal tipo II de B.subtilis. La secuencia de lsp 
de S. coelicolor coincide con la más recientemente determinada del genoma de S. 
lividans (www.broadinstitute.org). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.- Construcción de la cepa mutante en el gen lsp  
Para obtener el mutante en lsp en S. lividans TK21, se utilizó el método Redirect 
(Gust y col; 2002, ver Materiales y Métodos) y se sustituyó el gen lsp de la cepa 
silvestre S. lividans TK21 por el gen de resistencia a apramicina. Los oligonucleótidos 
LSP-FR y LSP-RE se utilizaron para amplificar el gen lsp. El cassete de apramicina se 
Figura 7. Alineamiento de la proteína Lsp, codificada por el gen lsp de S. lividans con la 
correspondiente en B. subtilis. SLI2074 corresponde a la proteína Lsp de S. lividans. 
SLI2074 
SLI2074 
SLI2074 
SLI2074 
SLI2074 
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obtuvo mediante PCR amplificando con oligonucleótidos indicados en Materiales y 
Métodos. La sustitución del gen lsp por el de resistencia a apramicina se comprobó por 
PCR, llevando la cepa silvestre como control. La cepa resultante se denominó S. 
lividans TK21lsp, de ahora en adelante, lsp.  
1.3.- Caracterización de la cepa mutante 
En comparación con la cepa silvestre, lsp presenta un fenotipo no alterado de 
esporulación en medio sólido (Fig.8A). Se propagó el gen lsp en el plásmido multicopia 
pIJ487 en la estirpe mutante para complementar la mutación y se observó que la 
esporulación era normal, tal y como se esperaba.   
 
 A) 
 
 
 
 
 
 
 B) 
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Figura 8. A) Crecimiento en medio sólido MS de las cepas TK21, lsp, y complementado, lsp[pIJ-
lsp]. B) Crecimiento de TK21 frente a lsp en medio mínimo definido NMMP (izquierda) y 
comparación del crecimiento de TK21 y lsp conteniendo el gen lsp clonado en pIJ487 (derecha).  
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En medio líquido NMMP, lsp manifiesta una tasa de crecimiento ligeramente 
inferior a la de la cepa silvestre (Fig. 8B) que se corrige cuando el gen lsp se propaga en 
multicopia (Fig 8B). En medio YEME, aparte de un ligero retraso con respecto a la cepa 
silvestre, no se observaron diferencias significativas.  
1.4.- Análisis de proteínas extracelulares mediante electroforesis 
bidimensional 
Normalmente las pre-lipoproteínas sustrato de la acción enzimática de Lsp se 
verían afectadas por su ausencia y podría esperarse una carencia de las mismas por un 
posible defecto en su procesamiento, si bien quedan, una vez procesadas, ancladas en la 
membrana. La figura 9 muestra el patrón de proteínas perteneciente a los sobrenadantes 
de cultivos en fase exponencial tardía de crecimiento. La comparación entre el patrón de 
proteínas extracelulares de la estirpe silvestre y la mutante, no revela grandes 
diferencias, ni siquiera en lo que al  inhibidor de subtilisina se refiere ya que las 
isoformas del inhibidor de subtilisina son fácilmente identificables en geles 
bidimensionales (Escutia y col., 2006). 
A)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como se puede observar en la figura 10, el efecto de la mutación no parece ir en 
detrimento de la actividad del inhibidor de subtilisina ya que no se aprecian diferencias 
significativas entre la cepa silvestre y lsp. Los valores de la cepa silvestre a las 12 
horas reflejan una actividad residual de subtilisina algo más baja que en el caso del 
mutante, lo que indicaría una ligera mayor cantidad de inhibidor secretado por parte de 
TK21, siendo del mismo orden a tiempos más tardíos de crecimiento.  
Figura 9. Secretoma correspondiente a las 24 horas de crecimiento de TK21 (A) y lsp (B). El marcador 
de tamaños  moleculares expresado en kDa se indica en el margen izquierdo de cada gel.  
A) B) 
B) 
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1.5.- Estudio transcripcional del mutante lsp 
Hibridación de micromatrices de ADN de genoma completo 
Con el fin de esclarecer más detalladamente los posibles efectos resultantes de la 
mutación, se recurrió al uso de análisis transcripcional de la cepa mutada por 
hibridación de su ARNm con micromatrices de ADN de genoma completo para así 
determinar el patrón de expresión génica en el mutante.  
La comparación de los datos registrados en la cepa mutante con los equivalentes 
en la cepa silvestre permite inferir el efecto transcripcional global de la modificación 
genética introducida, pudiendo así identificar los genes afectados. Solamente se tuvieron 
en cuenta aquellos resultados de hibridación que presentaban un valor de probabilidad 
(“valor p”) inferior a 0,05, lo cual quiere decir que la fiabilidad del dato es de al menos 
el 95%. Las variaciones en las cantidades de transcritos presentes en lsp frente a la 
cantidad de esos mismos transcritos en la cepa silvestre TK21, fue considerada como 
significativa cuando presentaba una diferencia positiva o negativa en un factor de 2,5 
(“Fold Change”, FC desde este momento). Únicamente se tomaron en consideración 
aquellos casos en los que la pareja de oligonucleótidos presentes en la micromatriz para 
cada gen cumplieran estas dos condiciones.  
Los resultados para el tiempo de crecimiento en fase exponencial tardía (24 
horas) se exponen en las tablas 8 y 9. Se obvian los resultados de las correspondientes 
micromatrices de fase estacionaria (36 horas) ya que no evidenciaron diferencias 
significativas.  
Figura 10. Porcentaje de actividad residual de subtilisina después de incubación con los extractos de 
sobrenadantes de los cultivos de TK21 y lsp a lo largo del crecimiento. Ante un mayor porcentaje de 
subtilisina residual, la cantidad de inhibidor de subtilisina (SCO0762, Sti1) presente en el extracto es 
menor. Se considera el 100% de actividad la máxima actividad detectada de subtilisina comercial. 
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En la tabla 8 se relacionan los escasos genes cuyo umbral de expresión 
diferencial fue positivo con respecto al de la estirpe salvaje. Buena parte de los 18 genes 
afectados está relacionada con el metabolismo primario. 
Tabla 8. Genes regulados positivamente en la cepa mutante lsp (24 horas) 
GEN 
RATIO 
lsp/TK21 
ORGANIZACIÓN 
TRANSCRIPCIONAL 
FUNCIÓN 
ANOTADA 
    
METABOLISMO 1º 
SLI0315 4,87 SLI0315 Probable descaboxilasa. Biosíntesis de aa (Lys) 
SLI0865 2,5 SLI0865 Posible proteína integral de membrana.  
SLI1866 3,31 SLI1866-1867 Probable enzima condensadora.  
SLI2779 7,74 SLI2779 acdH, acil-CoA deshidrogenasa.  
SLI3073 2,82 SLI3071-3073 hutU, urocanato hidratasa. Metabolismo de 
His 
SLI3663 3,26 SLI3662-3663 Posible proteína de membrana.  
SLI3958 3,13 SLI3956-3959 
 
Proteína ABC transportadora. Bomba de 
resistencia a antibióticos 
SLI3966 3,8 SLI3963-3966 Proteína hipotéitca secretada.  
SLI5676 7,32 SLI5676 abT, probable 4-aminobutirato 
aminotransferasa.  
SLI5679 3,37 SLI5679 Metabolismo de aa 
SLI7647 2,53 SLI7647 Probable proteína de unión al calcio. Proteína 
citoplasmática 
SLI7701 4,18 SLI7700-7701 2-metilgeranil difosfato sintasa, en operón con 
una metilisoborneol sintasa 
METABOLISMO 2º 
SLI4974 4,44 SLI4974 Posible deaminasa, bldA dependiente. 
SLI6073 2,71 SLI6073 geoA, posible ciclasa 
    
OTROS     
SLI3662 3,49 SLI3662-3663 Proteína hipotética 
SLI3965 3,93 SLI3966-66 Proteína hipotética conservada.  
SLI4440 3,065 SLI4440 Proteína hipotética 
SLI6164 2,63 SLI6164 Proteína hipotética  
 
Los genes cuya expresión aparece regulada negativamente hacen un total de 70. 
Gran parte de estos genes están relacionados con la biogénesis y funciones ribosomales. 
Además de los genes ribosomales se detectaron otros genes de metabolismo primario 
que se encuentran asociados a la “stringent response” en S. coelicolor  (Hesketh y col., 
2007), de forma que la mutación en lsp parece disparar este tipo de respuesta. Los genes 
de la “stringent response” están reseñados en la tabla 9. Un segundo grupo de genes 
desactivados, se han descrito como parte del regulón sigmaU (Gordon y col., 2008), 
cuyo gen también está desactivado. Estos genes aparecen también relacionados en la 
tabla 9. Algunos genes que codifican la síntesis de proteínas extracelulares están 
regulados por sigmaU. Se han encontrado otros genes para proteínas extracelulares que 
se han agrupado convenientemente en la tabla 9.  
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Se halla también desactivado de forma notable el gen de una superóxido 
dismutasa, relacionada con el estrés oxidativo. 
Aparece un operón con función anotada de genes conectados con el metabolismo 
del glutamato, gluA, gluB, gluC, gluD, con una expresión disminuída entre 2 y 3 veces. 
Estos genes constituyen un transportador tipo ABC. El glutamato podría formar parte de 
la maquinaria necesaria para la regulación del nitrógeno (Yasumura y col., 2008).  
Los genes cox que están relacionados con proteínas integrantes de la citocromo 
C oxidasa, se encuentran igualmente desactivados. Estos genes son por tanto necesarios 
para la función de los citocromos como aceptores de electrones.  
 
Tabla 9. Genes regulados negativamente en la cepa mutante lsp (24 horas) 
GEN 
RATIO 
lsp/TK21 
ORGANIZACIÓN 
TRANSCRIPCIONAL 
FUNCIÓN ANOTADA 
 
  
 METABOLISMO 1º 
    
Biogénesis y función ribosomal 
SLI3124 -2,6 SLI3124 Proteína ribosomal 
SLI3425 -2,84 SLI3425 rpsR2,proteína ribosomal 
SLI3908 * -3,87 SLI3908-3909 rpsR, proteína ribosomal 
SLI3909 -2,63 SLI3908-3909 rplI,50S proteína ribosomal 
SLI4648 -3,28 SLI4648 rplK,50S proteína ribosomal 
SLI4652 -2,68 SLI4652 rplJ, 50S proteina  ribosomal 
SLI4659 * -3,41 SLI4659-5660 rpsL, 30S proteina ibosomal 
SLI4660 * -3,51 SLI4659-4660 rpsG, 30S proteina ibosomal 
SLI4701 -5,33 SLI4701-4721 rpsJ, 30S proteína ribosomal 
SLI4702 -3,09 SLI4701-4721 rplC,50S proteína ribosomal 
SLI4703 -2,65 SLI4701-4721 rplD,50S proteina ribosomal 
SLI4704 * -3,5 SLI4701-4721 rplW,50S proteina ribosomal 
SLI4705 * -2,65 SLI4701-4721 rplB,50S proteina ribosomal 
SLI4706 -4,41 SLI4701-4721 rpsS, 30S proteina ribosomal 
SLI4708 * -3,26 SLI4701-4721 rpsC,30S proteína ribosomal 
SLI4709 * -3,53 SLI4701-4721 rplP,50S proteina ribosomal 
SLI4710 * -3,88 SLI4701-4721 rpmC,50S proteína ribosomal 
SLI4712 -4,15 SLI4701-4721 rplN,50S proteina ribosomal 
SLI4713 -3,48 SLI4701-4721 rplX,50S proteína ribosomal 
SLI4714 -4,2 SLI4701-4721 rplE,50S proteina ribosomal 
SLI4715 -4,19 SLI4701-4721 rpsN, 30S proteína ribosomal 
SLI4716 * -3,37 SLI4701-4721 psH, 30S proteína ribosomal 
SLI4717 -3,71 SLI4701-4721 rplF, 50S proteína ribosomal 
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SLI4718 -2,73 SLI4701-4721 rplR,50S proteina ribosomal 
SLI4719 -3,56 SLI4701-4721 rpsE,30S proteina ribosomal 
SLI4720 -3,98 SLI4701-4721 rpmD,50S proteína ribosomal 
SLI4721 * -3,26 SLI4701-4721 rplO,50S proteina ribosomal 
SLI4725 -3,41 SLI4725 infA, factor de iniciación de traducción 
SLI4726 * -2,86 SLI4726  rpmJ, 50S proteina ribosomal 
SLI4727 -2,98 SLI4727 rpsM, 30S proteina ribosomal S13 
SLI4728 -2,94 SLI4728 rpsK, 30S proteina ribosomal S11 
SLI4734 -3,3 SLI4734-4735 rplM, 50S proteina ribosomal L13 
SLI5359 -2,59 SLI5359 rpmE3, 50S proteina ribosomal L31 
SLI1773 * -3 SLI0179-0181 Probable Ala deshidrogenasa 
 SLI4808 * -2,58 SLI4808-0489 sucC, succinil CoA sintetasa 
 SLI1491 -2,67 SLI1491-90 efp, factor P de elongación 
    
  Otros genes 
SLI0247 -2,8 SLI0247 Posible proteína asociada a membrana 
SLI2150 * -2,80 SLI2150-2148  
qcrC, subunidad hemo-vinculante de 
citocromo C 
SLI2151 -3,44 SLI2150-2148 cox3, subunidad III de citocromo c oxidasa 
SLI2155 -2,58 SLI2155-2154 cox1, subunidad I de citocromo c oxidasa 
SLI2156 -3,26 SLI2156-2154 
cox2, subunidad II de citocromo c oxidasa. 
Fosforilación oxidativa 
SLI3194 
SLI3194* -2,7 SLI3194  Posible lipoproteína 
SLI0393 -2,66 SLI0393 Posible transferasa 
SLI4789 -3,33 SLI4789 Posible proteína integral de membrana 
SLI5032 * -4,24 SLI5032-5031 ahpC, alquil hidroperóxido reductasa 
SLI5123 -4,10 SLI5123-5124 Posible proteína integral de membrana 
SLI5254 -5,11 SLI5254 sodN, superoxido dismutasa 
SLI5281 -2,68 SLI5281 probable 2-oxoglutarato deshidrogenasa 
SLI5650 -3,40 SLI5650 Posible proteína de membrana 
SLI5774 -3,17 SLI5774-5775 gluD, probable glutamato permeasa 
SLI5775 -2,75 SLI5774-5775 gluC, probable glutamato permeasa 
 
SLI5776 * -3,98 SLI5774-5775 
gluB, probable proteína de unión a 
glutamato 
SLI5777 -3,78 SLI5774-5775 
gluA, probable proteína ABC captadora de 
glutamato 
SLI6655 -2,97 SLI6655 ribA2, GTP ciclohidrolasa II 
    SIGMA U  
  SLI0644 -2,57 SLI0644 Posible proteína de membrana 
SLI0930 -7,08 SLI0930 Posible lipoproteína 
SLI2207 -3,03 SLI2207 Proteína hipotética secretada 
SLI2217 -6,71 SLI2217 Proteína hipotética secretada 
SLI2408 -2,58 SLI2408 Posible aminotransferasa 
SLI2954 -5,03 SLI2954 sigU, factor sigma de la ARN polimerasa 
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SLI6650 -3,18 SLI6650-6653 Proteína hipotética 
    PROTEÍNAS DE  SECRECIÓN  
SLI0736 -3,39 SLI0735-0738 Posible proteína secretada 
SLI1121 -2,9 SLI1121 Posible proteína secretada 
SLI6197 -4,12 SLI6197 Posible proteína secretada 
SLI7657 -11 SLI7657 Posible proteína secretada 
SLI5029 -3 SLI5029 Posible proteína secretada 
    PROTEÍNAS HIPOTÉTICAS 
SLI7658 -4,55  SLI7657-7658 Proteína hipotética 
 SLI4252 -3,14 SLI4253-4251 Proteína hipotética conservada 
 SLI4253 -3,12 SLI4253-4251 Proteína hipotética conservada 
SLI4999 -3,305 SLI4999 Proteína hipotética 
 
 
PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) 
En la hibridación de micromatrices no se observa la desactivación previsible del 
gen lsp al estar delecionado, por ello se recurre al análisis con qRT-PCR, con el fin de 
comprobar la ausencia efectiva de transcrito. El dato obtenido por qRT-PCR fue de 
-22016, coherente con la ausencia total del gen en la estirpe mutante (Tabla 10). 
La disminución del nivel de expresión de genes ribosomales y otros genes relacionados 
con el metabolismo primario están descritos que forman parte de la “stringent 
response”, que viene mediada por la síntesis de ppGpp catalizada por una 
pirofosfoquinasa de GTP denominada RelA y cuya síntesis está determinada en S. 
coelicolor por el gen SCO1513 (Hesketh y col., 2007). Ya que en hibridación de 
micromatrices no se ha podido detectar diferencia en la expresión de relA, se ha 
analizado por qRT-PCR comprobándose que dicho gen estaba activado en la cepa lsp 
(tabla 10). Su análisis revela una activación del doble respecto a la cepa silvestre.  
Análisis por espectrometría de masas en tándem realizados en nuestro 
laboratorio, permitieron identificar una serie de proteínas de secreción mayoritarias  (S. 
Gullón y R.P. Mellado, resultados no publicados), cuyos genes fueron analizados por 
qRT-PCR. Los resultados indican una desactivación de los genes mucho más evidente 
que la observada en la hibridación con micromatrices. Para todos estos genes, los 
valores de micromatrices están por debajo del umbral de selección, aunque 
concordantes con la desactivación de la expresión de los mismos.  
* Genes potencialmente regulados por ppGpp (Hesketh y col; 2007). 
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       Tabla 10. Genes afectados en la cepa mutante lsp (24 horas) 
GEN MICROMATRICES qRT-PCR FUNCIÓN ANOTADA 
SLI2074 -1,31 -22016,78 lsp, probable peptidasa señal  
SLI1513 -1,07 2,73 relA, GTP pirofosfokinasa 
SLI0297 -1,155 -19,76 Posible proteína secretada 
SLI1860 -1,64 -6,96 Posible proteína secretada 
SLI2001 -1,17 -32,09 Posible proteína secretada 
SLI2116 -1,26 -21,72 Posible proteína secretada 
SLI6197 -4,12 -7,64 Posible proteína secretada 
 
1.6.- Construcción de la cepa sobreproductora del gen lsp 
Dado que el efecto de la mutación lsp en la expresión global era transitorio, se 
comprobó si la sobreexpresión del gen podría tener algún efecto en la bacteria. 
La secuencia de ADN que determina la síntesis de la proteína Lsp se clonó en el 
plásmido de alto número de copias pIJ487 como se indica en Materiales y Métodos. 
Con esta construcción se complementó el mutante lsp, dando como resultado S. 
lividans TK21 lsp[pIJlsp]. Ésta se comparó con la cepa isogénica S. lividans 
TK21[pIJlsp], observándose la recuperación del crecimiento en medio líquido (Fig. 8B). 
No se observaron diferencias en la actividad del inhibidor de subtilisina, como por otra 
parte era esperable (Fig. 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 11. Actividad residual de subtilisina en lsp[pIJlsp] y en TK21[pIJlsp]. Ante un mayor porcentaje 
de subtilisina residual, la cantidad de inhibidor de subtilisina (SCO0762, Sti1) presente en el extracto es 
menor. 
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La cepa TK21[pIJlsp] se comparó con la cepa isogénica, TK21[pIJ487], 
previamente obtenida por medio de la transformación de S. lividans con el plásmido 
pIJ487 sin inserto, y se observó que no había diferencia en la esporulación en MS como 
en el caso de la estirpe lsp. Los geles bidimensionales de proteínas extracelulares 
tampoco revelaron diferencia alguna (no mostrado). Se puede afirmar que la 
propagación en multicopia del gen lsp no produce diferencias en el crecimiento ni en 
sólido ni en líquido respecto a la cepa silvestre TK21.  
 
2.- RUTAS DE SECRECIÓN SEC Y TAT 
 
2.1.- Construcción y caracterización de la cepa mutante en el gen tatC 
de S. lividans TK21 
Las proteínas secretadas por la ruta Tat lo hacen en conformación plegada, por 
lo tanto es interesante interferir en esta ruta para observar los efectos que se producen en 
la secreción.  
Experimentos realizados en nuestro laboratorio habían demostrado que la 
agarasa, producto del gen dagA de S. coelicolor, era secretable vía Sec (Parro 1994).  
No obstante, existen evidencias más recientes que indican que la agarasa puede 
secretarse de forma muy eficiente por la vía Tat, (Widdick y col., 2006). Con el objeto 
de caracterizar mejor la secreción de agarasa se procedió, por medio del método 
Redirect, a la obtención de un mutante en la ruta alternativa Tat, en el que se sustituyó 
el gen tatC por el gen de resistencia a apramicina.  
Para la obtención del mutante en tatC se abordó la misma estrategia que en el 
caso del mutante lsp. Se delecionó el gen tatC y se sustituyó por el gen de resistencia a 
apramicina como se describe en Materiales y Métodos. 
Una vez se consiguió el mutante, S. lividans TK21tatC, (tatC a partir de este 
momento), se procedió al análisis de su comportamiento en medio sólido y líquido. El 
fenotipo de S. lividans deficiente en TatC en medio MS en placa es deficitario en cuanto 
a esporulación. Cuando se siembra tatC en medio sólido, su esporulación tiene lugar 
pero mucho después de que lo haya hecho la cepa silvestre. Este comportamiento es 
equivalente al de Streptomyces coelicolor cuando ha sufrido la misma mutación 
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genética (Widdick y col., 2006). Estos eventos sugerirían la importancia de tatC en el 
ciclo vital de la bacteria.  
 
 
 
 
 
 
El mutante tatC de S. coelicolor no es cultivable en medio líquido (Widdick y 
col., 2006). El mutante de S. lividans tiene dificultades para crecer en medio YEME con 
todos sus componentes, sin embargo la supresión de sacarosa de la receta y sucesivos 
pases de enriquecimiento han permitido su cultivo en medio líquido YEME y de ahí su 
propagación posterior en medio líquido definido NMMP.  
Tras 48 horas de incubación a 30ºC y en agitación a 250 rpm en medio YEME 
sin sacarosa, el aspecto de este mutante no es tan homogéneo como el de la cepa 
silvestre TK21, siendo más grumosos los agregados que forma. Después de los 
sucesivos pases de adaptación del mutante al crecimiento líquido, el crecimiento es 
menos vigoroso que el de la cepa salvaje, aunque se pueden distinguir las clásicas fases 
de crecimiento (Fig. 13). 
Para ahondar en los efectos inducidos por la mutación y avanzar en la 
caracterización de la cepa mutante, se utilizó la misma estrategia que en el caso del 
mutante lsp y se realizó un estudio transcripcional de la cepa modificada frente a la 
cepa silvestre. 
Dado que la cantidad de ARN extraída lograda en el caso del mutante no es muy 
abundante, se llevó a cabo únicamente análisis por PCR en tiempo real y se prescindió 
de la hibridación de micromatrices. Para el análisis se tuvo en cuenta el retraso que se 
produce en el crecimiento de tatC extrayéndose el ARN en los momentos en los que 
alcanzaban los tiempos metabólicos equivalentes entre la cepa mutante y la silvestre. 
Así, a las 24 y 36 horas de crecimiento de la cepa TK21 les corresponden las 60 y 72 
TK21 
Figura 12. Crecimiento en medio sólido MS de las cepas TK21 y tatC tras 5 días de 
incubación a 30ºC. 
TK21 tatC 
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horas del mutante en tatC respectivamente. El análisis de expresión del gen tatC indicó 
una disminución del transcrito de casi 113 veces en la cepa mutante frente a la salvaje 
en los primeros tiempos y de -73 en los segundos, con lo que se puede afirmar que la 
deleción del gen tatC fue satisfactoria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La xilanasa C, proteína específica de la ruta Tat, cuyo gen está clonado en el 
vector pFD666 bajo el control del promotor del gen sti1 (Denis y Brzezinski, 1992) se 
ha propagado en la cepa silvestre, dando lugar a la cepa S. lividans TK21[pFDxlnC], y 
en los mutantes alterados en la ruta Sec, (secG; Palomino y Mellado, 2006)  y en la 
ruta Tat (tatC), generándose las cepas S. lividans secG[pFDxlnC] (secG[xlnC] a 
partir de este momento) y S. lividans tatC [pFDxlnC] (tatC[xlnC] a partir de este 
momento) respectivamente. Tras la obtención de las proteínas precipitadas tal y como se 
ha referido en Materiales y Métodos, la xilanasa C extracelular se detectó por Western 
blot, lo que permite observar que se acumula extracelularmente a tiempos más tardíos 
de crecimiento en la estirpe salvaje y secG y que su secreción no tiene lugar en tatC, 
como se esperaba. Como se observa en la figura, se aprecia que su secreción no está 
alterada por la mutación en secG ya que esta proteína es exclusiva de la ruta Tat (Fig. 
14).  
  
Figura 13. Representación del crecimiento de TK21 frente a tatC en medio NMMP 
tatC 
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 pFDxlnC  
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2. Utilización de la ruta Tat  
 Es conocida la capacidad de la agarasa de dirigirse por la ruta Tat, aunque 
trabajos previos efectuados en nuestro laboratorio apuntaban a la capacidad de la misma 
a ser secretada además, por la ruta mayoritaria de secreción Sec. Con objeto de 
comprobar si existen proteínas capaces de ser secretadas por ambas rutas de secreción, 
se han empleado los mutantes tatC y S. lividans TK21secG (secG desde este 
momento) 
Se ha analizado la producción de amilasa, específica de la ruta Sec y la de 
agarasa así como distintas proteínas quiméricas de agarasa o amilasa cuyos péptidos 
líderes deberían dirigir su secreción por una u otra ruta en las estirpes salvaje y en los 
mutantes de cada ruta. Esta comparación se ha realizado en condiciones de 
sobreproducción. La presencia extracelular de las distintas proteínas se evidenció por 
ensayos de Western blot en los que se utilizaron anticuerpos policlonales contra las 
regiones maduras de las proteínas empleadas. Las proteínas amilasa y agarasa están 
clonadas en el plásmido multicopia pIJ486 y se expresan en S. lividans TK21 bajo el 
control de su propio promotor (plásmidos pAMI11 y pAGAs5 respectivamente; Isiegas, 
1999; Parro y Mellado, 1994). 
Se construyó un híbrido en el que se combinaron el promotor del gen dagA, 
codificante de agarasa, y el péptido señal de la amilasa para dirigir la secreción 
agarasa. Posteriormente, esta construcción se clonó en un plásmido de alto número de 
copias, pAGA500, que contenía la región codificante de los últimos seis aminoácidos 
del péptido señal  y la parte madura de la agarasa, dando como resultado final el 
plásmido pAGA502. Por trabajos previos del laboratorio se tenía conocimiento de que, 
en el caso de la agarasa, la proteína alcanza un pico máximo de secreción en el medio de 
 1    2     3      
A) B) 
Figura 14. A) Híbrido pFDxlnC. B) Secreción de xilanasa a las 24, 36 y 48 horas de crecimiento en la 
cepa silvestre, en secG  y en tatC. Los tiempos 60, 72 y 84 de tatC corresponden a las 24, 36 y 48 
de TK21 y secG. PS: péptido señal. P: promotor.  
   24   36     48      
 
TK21 [xlnC] secG [xlnC] 
  60    72    84      
 
tatC [xlnC] 
24    36   48      
P.stil PS  xlnC              xlnC             
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cultivo de la cepa sobreproductora TK21[pAGAs5] en la fase de estacionaria (Parro y 
Mellado., 1994; Parro y Mellado., 1998). 
Con la nueva construcción se transformaron S. lividans TK21 y los dos mutantes 
tatC y secG y los transformantes adecuados se seleccionaron directamente en la 
placa de regeneración de protoplastos por su hundimiento en el agar, seguido de una 
minipreparación de plásmidos para confirmar la transformación. El crecimiento de estas 
tres cepas se llevó en paralelo. La producción de agarasa en los tres transformantes se 
comparó con la de las correspondientes cepas isogénicas de pAGAs5.  
Como se muestra en la figura 15, en la estirpe silvestre TK21[pAGAs5] la 
agarasa aparece al final de la fase exponencial para continuar secretándose en la fase 
estacionaria donde se observa un marcado acúmulo de la proteína. Algo similar ocurre 
en el mutante en secG, en el cual la secreción de agarasa no parece estar afectada en 
exceso por la mutación. La cantidad de enzima que reacciona con su anticuerpo es, a 
primera vista, algo menor que en TK21 en la fase exponencial, pero no se trata de una 
reducción dramática. Esto sugiere que una proporción elevada de la enzima es secretada 
por la ruta Tat (Widdick y col., 2006). En el mutante tatC, la secreción de agarasa es 
muy deficiente y alcanza su máximo en fase exponencial. La mutación en tatC conlleva 
el bloqueo de la ruta Tat, y por tanto las proteínas que la utilicen, supuestamente 
permanecerían en el interior de la célula o bien podrían ser secretadas a través de otra 
vía como la ruta Sec.   
En el caso de la quimera pAGA502, la secreción de agarasa está dirigida por el 
péptido líder de amilasa, una proteína típica Sec. El análisis de Western blot de la 
cepa silvestre mostró la aparición de la agarasa desde las 24 horas de cultivo.  
En el mutante secG, el péptido líder de la amilasa debería dirigir a la agarasa 
por la ruta Sec, como parece que efectivamente ocurre, aunque en una pequeña cantidad 
debido a que la mutación enlentece considerablemente el proceso de translocación de la 
ruta Sec. Sin embargo, en referencia al mutante tatC, es posible ver que la cantidad de 
agarasa  secretada al exterior es mayor al utilizar la ruta Sec. 
En el laboratorio se había construido un vector para la expresión de proteínas 
utilizando los promotores y el péptido señal de la agarasa denominado pAGAs20 (Parro  
y Mellado., 1994). En este vector se incorporó en fase con el péptido líder de la agarasa 
la región que codifica la parte madura de la amilasa dando como resultado el 
plásmido pAMI2003 (Fig. 15). El plásmido se propagó, de igual modo que en los casos 
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anteriores, en las cepas secG, tatC y en TK21 para observar el efecto causado por la 
combinación del péptido líder de agarasa en la secreción de amilasa en comparación 
con la producción de amilasa con su propio péptido líder (pAMI11) en las mismas 
cepas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En secG la secreción de amilasa está disminuida porque no puede salir por 
el translocón debido a la exclusividad que esta proteína presenta por la ruta de secreción 
mayoritaria, Sec. Sin embargo, a pesar de la mutación y en consonancia con trabajos 
previos del laboratorio, el translocón no ve comprometida del todo su función, 
simplemente se retrasa, permitiendo que un pequeño porcentaje de la producción de 
amilasa viaje al exterior celular. Estando la secreción de la ruta Tat alterada por la 
mutación de su componente TatC, la secreción de una proteína exclusiva de la ruta 
pAGAs5 
P. dagA PS dagA dagA 
B) 
C) 
pAGA502 
               dagA P.dagA PS aml
D) 
pAMI2003 
P. amlB PS amlB 
 
    amlB 
pAMI11 
A) 
P. dagA PS dagA amlB 
secG [pAGAs5] TK21[pAGAs5] tatC [pAGAs5] 
60    72     84     24   36    48  24    36     48 
24      36       48 
TK21[pAGA502] secG[pAGA502] 
  24      36       48     
tatC [pAGA502] 
  60      72       84  
24     36     48 24    36    48 
 
60     72     84 
 
secG [pAMI11] 
24    36    48 
 
TK21[pAMI11] 
24    36    48 
 
tatC [pAMI11] 
60    72    84 
 
secG [pAMI2003] TK21[pAMI2003] tatC [pAMI2003] 
Figura 15.  (A) pAMI11 y secreción de amilasa.  (B) pAGAs5 y  secreción de agarasa (C) Híbrido pAGA502 
y secreción de agarasa dirigida por el péptido señal de amilasa. (D) pAMI2003 y secreción de amilasa 
dirigida por el péptido señal de agarasa. En los cuatro casos de secreción de las proteínas modelo se detectan en en 
las cepas silvestre, secG y tatC. PS: péptido señal. P: promotor. Los tiempos 60, 72 y 84 de tatC corresponden 
a 24,36 y 48 de la cepa silvestre y del mutante secG. 
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mayoritaria Sec, como lo es la amilasa, ocurre de forma similar a la de la estirpe 
salvaje y los mutantes secG y tatC (Fig.15 A). En el recombinante pAMI2003, el 
péptido líder de la agarasa podría teóricamente dirigir la amilasa por ambas rutas. La 
secreción de amilasa está disminuida en S. lividans [pAMI2003], donde queda 
restringida únicamente a fase exponencial tardía y en los mutantes secG y tatC, la 
presencia de amilasa es nula (secG) o prácticamente nula (tatC). Así, la 
amilasa secretada por el péptido líder de agarasa denota la capacidad de ese péptido 
líder para conducir la secreción vía Sec a tiempos tempranos. La baja cantidad de 
amilasa secretada no puede aparecer extracelularmente en secG, donde la secreción 
vía Sec está afectada y su ausencia a tiempos tardíos en la estirpe salvaje y en secG es, 
probablemente, debida a la estructura de la propia amilasa, que la incapacita para ser 
secretada vía Sec. La actividad amilasa detectada en la estirpe TK21[pAMI2003] es 
del orden del 20% de la detectada en la estirpe TK21 en el mismo tiempo de cultivo.  
 
Ensayo de actividad agarasa  
En comparación con la actividad agarasa detectada en sobrenadantes de la cepa 
TK21[pAGAs5], la actividad determinada en el mutante tatC es menor. La actividad 
va aumentando al sobrepasar la fase exponencial del crecimiento, manteniéndose 
prácticamente invariable a partir de ese momento, mientras que en tatC[pAGAs5], la 
actividad detectada es inferior y corresponde a la fase exponencial del crecimiento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El mutante tatC tiene dificultad para crecer en medio líquido, por ello,  se 
transformó con el plámido pAGAs5 y la producción de agarasa extracelular se valoró 
por la formación de halos en comparación con cepas productoras y no productoras de 
Figura 16. Porcentaje de actividad agarasa detectada en las cepas TK21[pAGAs5]  (TK21) y 
tatC[pAGAs5] (tatC). Tiempos 24, 36 y 48 horas de TK21 corresponden a 60, 72 y 84 horas de la 
cepa mutante isogénica. 
tatC  
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agarasa , como control, y con la producción de agarasa del mutante secG al objeto de 
comprobar si la agarasa podía utilizar ambas rutas, Sec y Tat para su exporte al exterior 
celular en condiciones de sobreproducción. 
La sobreproducción de agarasa en su forma extracelular activa confiere a las 
estirpes productoras un fenotipo fácilmente detectable en las colonias crecidas en medio 
mínimo sólido suplementado con agarosa al 1%. La producción de agarasa se puso de 
manifiesto por el hundimiento de las colonias en el agar y mediante tinción con una 
solución de lugol que revela un halo translúcido alrededor de la colonia, lo que indica la 
producción de azúcares reductores como resultado de la degradación del agar del medio.   
 
TK21 secG tatC 
   
TK21-pAGAs5 secG-pAGAs5 tatC-pAGAs5 
   
 
 
Los resultados obtenidos (Fig. 17) indican que, en efecto, la agarasa puede 
secretarse por ambas rutas cuando se introduce esta enzima en sobreproducción, ya que 
tanto en secG[pAGAs5] como en tatC[pAGAs5] aparece un halo alrededor de la 
colonia como consecuencia de la degradación de la agarosa por parte de la enzima. 
Como era de esperar en las estirpes que no contienen el gen de agarasa no se manifiesta 
ninguna degradación del agar del medio.   
Figura 17. Ensayo de agarasa en placa. Se aprecian los halos alrededor de las cepas productoras de 
agarasa en placas de medio mínimo (NMMP). 
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3.- FkpA COMO FOLDASA DE AGARASA 
 
Tomando como referencia la secuencia de aminoácidos de la proteína PrsA de 
B.subtilis con función foldasa de las proteínas secretadas por la ruta Sec, se realizó la 
identificación del gen fkpA (SLI1639) en S. lividans, a la que se atribuye la misma 
función que prsA en B.subtilis (Fig. 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para comprobar si la agarasa que se secreta por la vía Sec podría ser sustrato de 
FkpA, se procedió a clonar el gen fkpA de S. lividans y su propagación en condiciones 
de sobreproducción de agarasa. Los oligonucleótidos FKBP.P y FKBP.T se utilizaron 
para amplificar el gen fkpA y el fragmento amplificado se introdujo en el plásmido 
pAGAs5 para su propagación en S. lividans como se indica en Materiales y Métodos. 
Las proteínas presentes en los sobrenadantes de TK21[pAGAs5] y TK21[pAGAfkpA] 
se analizaron por SDS-PAGE (Fig.19 A).  
Figura 18. Alineamiento del producto del gen fkpA (SLI1639) de S. lividans con sus equivalentes en 
en B. subtilis y E. coli.  
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La figura 19A muestra un mayor acúmulo de agarasa en la cepa que tiene fkpA 
en multicopia, que se corresponde con el aumento de actividad agarasa (Fig. 19B). 
Estos resultados preliminares parecen confirmar la función de FkpA como foldasa 
extracelular de S. lividans 
Agarasa 
3624 48 60 723624 48 60 72
pAGAFKBPpAGAs5
25
32,5
Agarasa
MkDa 
Tiempo (Horas) 24 48 36 24 48 36 3624 48 60 723624 48 60 72
pAGAFKBPpAGAs5
25
32,5
Ag rasa
M
324 48 60 723624 48 60 72
pAGAFKBPpAGAs5
25
32,5
Agarasa
M
 pAGAs5 pAGA-fkpA M 
Figura 19. Representación de la actividad agarasa en el sobreproductor de dicha enzima que lleva el gen 
fkpA en multicopia para favorecer su plegamiento. A) Gel de SDS-PAGE en el que se aprecia un 
acúmulo de enzima. M: marcador de tamaños moleculares en kilodalton (kDa).  
B) Porcentaje de actividad agarasa en las cepas sobreproductoras S. lividans TK21[pAGAs5] y TK21-
[pAGAs5fkpA]. Se considera el 100% de actividad el valor más elevado obtenido en la cepa silvestre. 
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DISCUSIÓN 
 
1.- RESPUESTA CELULAR A LA DEPLECIÓN DEL GEN lsp 
La adquisición por las proteínas extracelulares de un plegamiento correcto es 
fundamental para su estabilidad y eficiente actividad. Las proteínas incorrectamente 
plegadas son susceptibles de degradación por proteasas específicamente inducidas en la 
célula bacteriana a través de un sistema de dos componentes que de alguna manera 
siente la presencia acumulada de proteínas no plegadas y dispara la expresión de los 
genes codificantes de las correspondientes proteasas. Este mecanismo de degradación 
de proteínas no plegadas se conoce como “estrés por sobreproducción” y ha sido 
descrito en varias bacterias que son microorganismos secretores de eficiencia 
reconocida (Vitikainen y col., 2004). La sobreproducción de proteínas extracelulares 
con potencial aplicación industrial, consiste no sólo en ingeniar sistemas o bacterias 
anfitrionas donde esa producción se maximice, sino asegurarse de que los procesos 
subsiguientes a la síntesis de las correspondientes proteínas precursoras están 
igualmente maximizados, como son el transporte, translocación y procesado de las 
mismas, minimizando la posible existencia de pasos que limiten la cantidad de proteína 
producida presente en el exterior celular. De poco valdría asegurar la eficiente síntesis, 
transporte y secreción de esas proteínas si su correcto plegamiento y su actividad no se 
hubiesen igualmente preservado. De ahí la necesidad de asegurar que el plegamiento 
extracelular sea, cualitativa y cuantitativamente, efectivo, con objeto de optimizar la 
cantidad y calidad de la proteína sobreproducida.  
La única proteína identificada como foldasa extracelular en Streptomyces, 
(SCO1639 en S. coelicolor y SLI1639 su equivalente en S. lividans) es un proteína tipo 
FKBP. La delección del gen que determina su síntesis, no tiene, aparentemente, 
fenotipo alguno y la ausencia del gen parece ser perfectamente tolerable por S. 
coelicolor (Thompson y col., 2010). La propagación en multicopia del gen fkpA bajo el 
control de su propio promotor en S. lividans, tampoco parece ofrecer diferencias 
fenotípicas con la correspondiente estirpe isogénica, sea en el crecimiento y 
diferenciación sea en la actividad proteolítica extracelular o en la de inhibidor de 
subtilisina (García, E, Palomino, C. y Mellado R.P., resultados no mostrados), situación 
no equivalente a la de B. subtilis, donde la foldasa extracelular PrsA no es dispensable 
y, en su ausencia, se dispara el estrés por sobreproducción. Tanto PrsA como FkpA son 
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lipoproteínas y el enzima encargado del procesado de su péptido líder es Lsp, la 
peptidasa señal tipo II.  Mientras que la deficiencia de Lsp en B. subtilis no parece 
llevar emparejada ninguna  deficiencia, al punto de parecer dispensable (Tjalsma y col., 
1999), no ocurre así en S. coelicolor, donde la deficiencia en Lsp causa un desajuste 
importante en la translocación y eficiente procesado de lipoproteínas, aunque la 
expresión de los correspondientes genes no parece estar afectada (Thompson y col., 
2010).  
La depleción del gen lsp en S. lividans, no parece afectar marcadamente al 
crecimiento en medio sólido ni a la diferenciación celular, causa sólo un relativamente 
corto retraso en el crecimiento en medio líquido definido  y, sin embargo, parece causar 
desajustes transcripcionales en la célula bacteriana, de forma que, cuando se consideran 
las posibles agrupaciones génicas en que los genes afectados están encuadrados, el 
número total de genes desactivados podría estimarse en 88. El análisis por hibridación 
de micromatrices no permitió visualizar el esperado descenso del nivel de expresión del 
gen lsp, sin embargo el análisis por qRT-PCR arrojó un descenso estimado de más de 
22.000 veces en el nivel de expresión relativo, como era esperable ante la ausencia del 
gen lsp en el genoma de la estirpe mutante. No es infrecuente que la hibridación de 
micromatrices falle en la detección del nivel de expresión relativo de algunos genes 
debido al proceso de análisis estadístico a que se someten los resultados de la 
hibridación, teniendo que recurrir con cierta frecuencia a análisis más eficientes y 
cuantitativos, como qRT-PCR, aunque en este caso, seguramente es atribuible a que el 
oligonucleótido anclado en la micromatriz para el gen lsp, simplemente no sea 
suficientemente discriminativo en el proceso de hibridación.  
De los 88 genes negativamente regulados en la estirpe de S. lividans deficiente 
en Lsp,  un 45% son genes que se han descrito como involucrados en la respuesta 
“stringent” de S. coelicolor (Hesketh y col. 2007). La “stringent response” viene 
mediada por RelA, una pirofosfoquinasa de GTP, que es responsable de la síntesis de 
ppGpp, la molécula que dispara la “stringent response” en bacterias (Hesketh y col. 
2007). La expresión del gen, relA, se encuentra activada en el mutante en lsp, como el 
análisis por qRT-PCR ha establecido. La mayor parte de estos genes modulados 
negativamente determinan la síntesis de proteínas ribosomales y de factores 
relacionados con el proceso de traducción en la síntesis peptídica. Al ser la “stringent 
response” típicamente disparada por depleción de aminoácidos, parece lógico que sea la 
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síntesis de proteínas uno de los procesos que deba verse afectado en la célula ante la 
carencia de precursores, y la regulación negativa de la expresión de genes involucrados 
en acepción de electrones, como los relacionados con el metabolismo de citocromos, en 
un proceso generalizado de ralentización del metabolismo primario relacionado con el 
crecimiento activo, que posiblemente tiene su reflejo en el retraso del crecimiento de la 
estirpe mutante respecto al de la estirpe salvaje cuando ambas se incuban en medio 
definido (Fig.8).  
Es por tanto evidente que la deficiencia en Lsp provoca un estrés en la célula 
que alcanza también a la desactivación de hasta ocho genes que codifican proteínas 
extracelulares, siendo responsable de esa modulación negativa un factor sigma (U) en 
tres casos. Un subconjunto de los genes regulados negativamente en la estirpe deficiente 
en Lsp lo son por la desactivación de la expresión del gen sigU, que codifica por el 
factor sigmaU de acción extracitoplásmica que modula la expresión de genes 
relacionados con la diferenciación morfológica en S. coelicolor (Gordon y col., 2008).  
En base a secuencias conservadas en la región promotora se han descrito hasta 22 genes 
potencialmente regulados por sigmaU en  S. coelicolor, de los cuales al menos 11 han 
podido ser  comprobados experimentalmente (Gordon y col., 2008). Siete de estos 
genes, SCO2954 (sigU) entre ellos, se han podido identificar como regulados 
negativamente en la estirpe deficiente en Lsp, lo que sugiere que es muy posible que el 
nivel de expresión de todos los genes del regulón U se encuentre afectado 
negativamente al estarlo el propio gen regulador, de forma que  los once genes 
dependientes de sigU representarían un 12.5% de los genes negativamente regulados.  
La deficiencia en la peptidasa señal tipo I mayoritaria (SipY) provoca la práctica 
ausencia de proteínas extracelulares en S. lividans (Escutia y col., 2006) y se ha 
determinado en nuestro laboratorio que los genes codificantes de las proteínas 
extracelulares más abundantes también resultan negativamente modulados en la estirpe 
deficiente en SipY (S. Gullón y R.P. Mellado, resultados sin publicar). La ausencia 
funcional de una peptidasa señal de tipo II provocaría que la foldasa potencial, la 
lipoproteína FkpA, no pudiera procesarse adecuadamente y, como resultado, las 
proteínas extracelulares serían degradadas proteolíticamente al no estar correctamente 
plegadas. Un mecanismo de ahorro energético podría descender o anular el nivel de 
transcripción de los genes que no fueran esenciales en las condiciones experimentales 
empleadas, de forma que tanto el gen codificante de FkpA, como el de las proteínas 
  Discusión 
 
56 
 
extracelulares mayoritarias u otras podrían resultar negativamente modulados en la 
estirpe deficiente en Lsp. La expresión de los genes codificantes de las proteínas 
extracelulares mayoritarias, que no se había podido detectar por hibridación de 
micromatrices de genoma completo, se analizó por qRT-PCR y se comprobó en todos 
los casos la expresión de los genes estaba negativamente modulada en el mutante en lsp 
(Tabla 10). 
Sólo se han detectado un reducido número de genes cuya expresión resulta 
activada en la estirpe deficiente en Lsp (Tabla 8), en gran parte asociados al 
metabolismo de aminoácidos, como quizá fuera esperable si la célula está interpretando 
de alguna manera que se ha producido una depleción de precursores. En cualquier caso, 
la respuesta celular es transitoria, y el mismo análisis de expresión génica llevado a 
cabo en muestras de cultivos celulares extraídas al alcanzar la fase estacionaria (36h de 
incubación) no permite detectar modulación positiva alguna en la estirpe deficiente en 
Lsp cuando se compara con la estirpe salvaje, y sólo algunos genes codificantes de 
proteínas ribosomales retenían la modulación negativa de su expresión, si bien en 
niveles más próximos a los de la estirpe salvaje (resultados no mostrados). Es posible 
que este efecto transitorio de la mutación en la peptidasa señal II exista en otras 
bacterias Gram positivas como B. subtilis, y no haya sido detectado, ya que la 
caracterización funcional del correspondiente mutante no incluyó el análisis del posible 
efecto en  la expresión global de los genes de la bacteria y la mutación parecía ser 
dispensable, como ocurre en S. lividans.  
2.- SECRECIÓN DE AGARASA POR LAS RUTAS TAT Y SEC 
Se ha descrito que agarasa es una proteína que utiliza la ruta Tat en S. coelicolor 
habiéndose utilizado como proteína testigo para identificar péptidos líderes de tipo Tat 
en posibles proteínas extracelulares potenciales usuarias de esa ruta (Widdick y col., 
2006). No obstante existe evidencia aportada por nuestro laboratorio de la capacidad de 
la pre-agarasa para utilizar la ruta Sec en condiciones de sobreproducción en S. lividans 
(Parro y Mellado, 1994; Isiegas; 1999). Los resultados obtenidos en experimentos de 
Western-blot con las pre-proteínas quiméricas construidas intercambiando los péptidos 
líderes de las proteínas modelo tipo Sec (amilasa) o Tat (agarasa) permiten concluir 
que la agarasa puede, efectivamente utilizar ambas rutas de secreción cuando se 
sobreproduce en S. lividans, si bien tan sólo parece usar la ruta Sec a tiempos tempranos 
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de crecimiento, aunque, en ausencia de la ruta Tat funcional (estirpe deficiente en 
TatC), la agarasa parece ser al menos parcialmente exportable por la ruta Sec a otros 
tiempos de crecimiento (Fig. 15).  La sustitución del péptido líder tipo Sec de 
amilasa por el de la agarasa permite un reducido nivel de secreción de amilasa en 
la estirpe salvaje a tiempo temprano, lo que confirma la capacidad del péptido líder de 
agarasa para dirigir la secreción de proteína por la ruta Sec (Fig.15). La secreción de 
proteínas quiméricas en la estirpe deficiente en la ruta Sec (mutante deficiente en SecG)  
resulta severamente afectada y sólo una pequeña cantidad de la proteína producida 
aparece extracelularmente, lo que se traduce en la baja presencia en el sobrenadante de 
la proteína modelo (amilasa) y en la ausencia de la proteína quimérica con el péptido 
líder de agarasa (Fig 15).  
La aparente versatilidad de agarasa para poder utilizar las dos rutas de secreción 
contrasta con la de amilasa para hacer lo mismo. La razón puede ser de tipo 
estructural, el tamaño molecular de agarasa es menor que el de amilasa y agarasa no 
tiene  puentes disulfuro predecibles en su molécula, lo que no es el caso de amilasa, 
que tiene hasta ocho residuos de cisteína en la proteína madura. Así, en condiciones de 
sobreproducción, proteínas cuya estructura no fuese muy compleja podrían utilizar las 
dos rutas. Proteínas de estructura compleja posiblemente experimentarían dificultades 
para ser plegadas por el sistema Tat antes de alcanzar el exterior celular. 
Adicionalmente, determinadas características de los correspondientes péptidos líderes 
podrían impedir la secreción por una de las dos rutas, incluso en condiciones de 
sobreproducción, determinando así la especificidad de la ruta y la proteína, como parece 
ser el caso de la xilanasa C, transportable sólo vía Tat (Fig.14).  
En S. coelicolor se han predicho 127 proteínas extracelulares potenciales 
usuarias de la ruta Tat para su secreción (Schaerlaekens y col. 2004) y sería lógico 
suponer que la mayoría de ellas tendrían su contrapartida en S. lividans. La secuencia 
anotada del genoma de S. coelicolor incluye 819 proteínas extracelulares, de las cuales 
tan sólo 27, además de agarasa y xilanasa C han sido confirmadas experimentalmente 
como usuarias de la ruta Tat (Widdick y col., 2006). De ellas, al menos 12 no tienen 
posibilidad de formar puentes disulfuro  (contienen una o ninguna cisteína) y otras 
cuatro serían potencialmente capaces de formar como máximo un único puente 
disulfuro. El tamaño molecular no parece ser un obstáculo para que la secreción tenga 
lugar por la vía Tat, y, casi parece que pueda estar favorecido, ya que 19 de las 27 
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proteínas tienen longitudes cercanas o superiores a los 500 aa y superan los 1000 aa en 
dos casos. Todas las proteínas Tat conteniendo una o ninguna cisteína poseen pesos 
moleculares grandes con excepción de dos de ellas que no alcanzan 400 residuos de 
longitud. Aunque la región madura de agarasa ha sido utilizada como testigo de la 
actividad de péptidos líderes para exportar proteínas por la ruta Tat (Widdick y col., 
2006), la capacidad de todos y cada uno de esos péptidos líderes para canalizar vía Sec 
proteínas específicas de la ruta Sec, como amilasa, particularmente en condiciones de 
sobreproducción, no ha sido todavía comprobada experimentalmente. Quizá no fuera 
sorprendente que algunas de las proteínas Tat de  potencial baja complejidad estructural 
fueran exportables bajo la directriz de su propio péptido líder en un entorno genético 
deficiente en TatC, como ocurre con la agarasa, o bajo la directriz de un péptido líder de 
alguna proteína Sec. En esos casos, seguramente parte de su actividad extracelular, si no 
toda, sería recuperable gracias a la acción de la foldasa tipo FKBP, como ocurre con 
agarasa. Es sorprendente que una mutación en el gen de la foldasa, que es una  
lipoproteína aparentemente exportada por la ruta Tat, sea dispensable (Thompson y col., 
2010) y no se haya descrito un fenotipo asociado aunque éste se manifieste de forma 
transitoria, como ocurre en el caso del mutante en lsp. El hecho aparente de que la ruta 
Tat parezca funcionar preferentemente en estados de crecimiento tardíos podría, de 
alguna forma enmascarar la acción de FkpA, ya que sólo podría actuar sobre las 
proteínas Sec que se sintetizasen y secretasen en esos momentos fisiológicos. Es 
evidente que aún queda investigación por realizar para comprender cómo el correcto 
plegado de proteínas extracelulares tiene lugar en bacterias del género Streptomyces, de 
forma que bacterias reconocidas como eficientes secretoras de proteínas extracelulares 
asegurasen la correcta estabilidad y actividad de las proteínas secretadas.  
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CONCLUSIONES 
 
 
1- La deficiencia en Lsp no afecta a la esporulación. 
2- La deficiencia en Lsp provoca un retraso en el crecimiento en medio definido 
líquido. 
3- La propagación en multicopia del gen lsp restituye un normal crecimiento en 
medio definido líquido. 
4- La depleción de lsp provoca un estrés celular temporal donde resulta disminuida 
la expresión de genes ribosomales y proteínas extracelulares. 
5- El estrés celular temporal debido a la mutación en lsp viene mediado por la 
inducción, al menos parcial, de la “stringent response”. 
6- La agarasa puede utilizar las rutas de secreción Sec y Tat en condiciones de 
sobreproducción. 
7- La secrección de agarasa vía Sec ocurre en menor cantidad que por la ruta Tat. 
8- La agarasa secretada por la ruta Sec es activa. 
9- La presencia en multicopia de la foldasa FkpA parece mejorar la producción de 
agarasa con el consiguiente aumento de su actividad extracelular. 
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